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El endotelio vascular constituye la capa más interna de los vasos sanguíneos y separa el 
torrente circulatorio del tejido subyacente. Durante la inflamación, la función de barrera del 
endotelio queda comprometida por la acción conjunta de mediadores inflamatorios y 
células del sistema inmune. Por otro lado, para que este aumento de permeabilidad no se 
torne deletéreo, existen mecanismos que restringen su alcance en el tiempo y en el espacio, 
lo cual permite el mantenimiento de la integridad endotelial. Sin embargo, estos fenómenos 
pueden alterarse, dando lugar a patologías de componente inflamatorio. En efecto, la 
disfunción endotelial es una de las principales causas de la aparición de enfermedades 
inflamatorias crónicas de gran prevalencia en nuestra sociedad. 
En esta tesis hemos investigado los mecanismos dependientes e independientes de las 
uniones intercelulares que median la alteración de la permeabilidad endotelial en un 
contexto inflamatorio inducido por una exposición persistente a la citoquina inflamatoria 
TNF. Primero, hemos descubierto que la GTPasa RhoB se expresa en vasos pequeños en 
tejidos de pacientes con enfermedades inflamatorias, aquellos donde la función de barrera 
está más comprometida, y además aumenta sus niveles en respuesta a TNF en células 
endoteliales microvasculares. Hemos probado que RhoB juega un papel específico en el 
retraso de la recuperación de la función de barrera independientemente de las uniones 
adherentes en células endoteliales tanto microvasculares como vasculares. En efecto, dicha 
GTPasa inhibe la actividad y altera la localización de Rac1, limitándose así la formación de 
protrusiones de membrana. Por otro lado, TNF también altera la permeabilidad endotelial 
por mecanismos dependientes de las uniones adherentes. En este contexto, hemos 
demostrado en células de vasos grandes –HUVEC- que TNF incrementa la degradación de 
VE-cadherina a través del proteasoma. Sin embargo, esta degradación es compensada por 
un aumento de la síntesis de VE-cadherina por la vía NF-κβ, a través del factor de 
transcripción Ets1. Esto resulta en una aceleración de la tasa de reemplazamiento de VE-
cadherina que correlaciona con un aumento de la permeabilidad endotelial, manteniéndose 
sin embargo constantes los niveles de superficie de dicha proteína, lo que preserva la 
integridad de este endotelio vascular. El mantenimiento de la expresión de VE-cadherina 
en células expuestas a TNF es mediado por BST-2, proteína que también se induce en 
respuesta a esta citoquina, la cual cicla entre un compartimento endosomal y la superficie 
celular y regula positivamente los niveles de Ets1, lo que sugiere que podría funcionar 
como un sensor de los niveles de VE-cadherina. De hecho, la expresión de BST-2 es 
necesaria para la recuperación de la función de barrera tras la terminación del estímulo 
inflamatorio inducido por TNF.  Finalmente, en el contexto de la infección del endotelio 
con Neisseria meningitidis, BST-2 también incrementa su expresión y se relocaliza junto con 
VE-cadherina en la superficie endotelial en contacto con las colonias bacterianas, lo que 
sugiere una posible implicación en la reorganización de las uniones intercelulares provocada 
por esta infección. 
Con todo, nuestros resultados indican que, por un lado, TNF incrementa la expresión de 
proteínas que debilitan la barrera endotelial, puesto que limitan la capacidad de reformación 
de ésta en un contexto inflamatorio. Por otro, TNF también induce un programa 
transcripcional compensatorio que preserva la integridad del endotelio en células 
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endoteliales de vasos grandes y contribuye a la recuperación de la homeostasis vascular 





































The endothelium constitutes the inner line of the vessel wall and separates the bloodstream 
from the underlying tissue. During inflammation, endothelial barrier function is 
compromised by the joint action of both inflammatory mediators and cells of the immune 
system. On the other hand, for this permeability increase not to become deleterious, there 
are mechanisms that restrict its scope in space and time, thus permitting the maintenance 
of endothelial integrity. However, these phenomena can be altered, giving rise to 
pathologies related with inflammation. Indeed, endothelial dysfunction is one of the main 
causes of the prevalence of inflammatory diseases in our society. 
In this thesis, we have investigated the mechanisms –both dependent and independent of 
adherens junctions- that mediate the alteration of endothelial permeability in an 
inflammatory context induced by a persistent exposition to the inflammatory cytokine 
TNF. First, we have found that RhoB GTPase is expressed is small vessels from patients 
with inflammatory diseases, those where barrier function is more compromised, and 
increases its levels in response to TNF in microvascular endothelial cells. We have also 
shown that RhoB plays a specific role in delaying barrier function recovery independently 
of adherens junctions in vascular and microvascular endothelial cells. Indeed, this GTPase 
inhibits the activity and localization of Rac1, thus limiting membrane protrusion formation. 
On the other hand, TNF also alters endothelial permeability by means of mechanisms that 
rely on adherens junctions. In this context, we have demonstrated in endothelial cells from 
big vessels –HUVEC-, that TNF increases VE-cadherin proteasomal degradation. 
However, this degradation is compensated by an increase of VE-cadherin synthesis via NF-
κβ, in an Ets1 dependent manner. This results in an acceleration of VE-cadherin turnover, 
which correlates with an increase in endothelial permeability. However, surface VE-
cadherin levels tend to remain constant, thus preserving endothelial integrity. This VE-
cadherin maintenance is mediated by BST-2, a protein that is also induced in response to 
TNF and cycles between an endosomal compartment and the cell surface. BST-2 positively 
regulates Ets1 levels, which suggests that it could function as a VE-cadherin sensor. 
Indeed, BST-2 expression is necessary for barrier function recovery after the termination of 
the inflammatory stimulus induced by TNF. Finally, in the context of endothelial infection 
with Neisseria meningitidis, BST-2 also increases its expression and relocates with VE-
cadherin at the cell surface, in contact with bacterial colonies. This suggests a possible 
implication of BST-2 in the reorganization of intercellular junctions caused by this bacterial 
infection. 
To conclude, our results indicate that, on the one hand, TNF increases the expression of 
proteins that weaken the endothelial barrier by limiting its reformation capacity in an 
inflammatory context. On the other hand, TNF also induces a compensatory 
transcriptional program that preserves endothelial integrity in endothelial cells from big 













1. LA RESPUESTA INFLAMATORIA 
Constituido por treinta billones de células y rodeado por treinta y nueve billones de 
bacterias (Sender et al., 2016), el ser humano ha tenido que lidiar a lo largo de su evolución 
con el daño físico, principal fuente de heridas e infecciones. Si los humanos hemos 
conseguido combatir de manera razonablemente eficaz dichas amenazas hasta el día de 
hoy, es gracias a la existencia de un sistema inmunitario (del latín, inmunitas, que, en sentido 
histórico, significa “protección frente a la enfermedad”) en nuestro organismo (Abbas et 
al., 2008). 
Una de las principales recursos empleados por el sistema inmunitario para luchar contra 
fenómenos perjudiciales es la inflamación (Okin y Medzhitov, 2012). Por su carácter 
conspicuo, ésta llamó probablemente la atención de los hombres primitivos hasta que el 
médico romano Cornelius Celsus dejó constancia por escrito en el siglo I después de Cristo 
de los cuatro signos cardinales de la inflamación: rubor et tumor cum calore et dolore, lo cual 
significa enrojecimiento e hinchazón con calor y dolor (Majno, 1975). 
No fue hasta la segunda mitad del siglo XIX que, gracias a la mejora sustancial de las 
técnicas de microscopía, se pudo observar que los tejidos inflamados presentaban 
llamativas infiltraciones de leucocitos, así como una fuerte vasodilatación (Cohnheim, 
1882). En base a ello, Rudolf Virchow postuló en 1858 un quinto punto cardinal de la 
inflamación, que denominó functio laesa. En efecto, dicho concepto establecía que la 
respuesta inflamatoria altera o perturba transitoriamente la función del tejido afectado para 
que éste pueda recuperar posteriormente sus condiciones homeostáticas iniciales. 
Estos trabajos sirvieron de base al zoólogo ruso Élie Metchnikoff para ahondar en el 
estudio de la función de los leucocitos en el proceso inflamatorio. Así, en 1892, describió el 
proceso mediante el cual los leucocitos son capaces de “engullir” microorganismos, el cual 
denominó fagocitosis. Describió que ésta podía ser mediada por células de menor o mayor 
tamaño: micrófagos (hoy en día, leucocitos polimorfonucleares) y macrófagos 
respectivamente. 
A lo largo del siglo XX y principios del XXI, se han realizado muchos avances en cuanto a 
la comprensión del funcionamiento, las causas y efectos del fenómeno inflamatorio 
(Medzhitov, 2010). Esta gran cantidad de conocimiento generado es de vital importancia 
para el tratamiento de enfermedades de componente inflamatorio que tanto prevalecen hoy 
en día en nuestra sociedad, como pueden ser la esclerosis múltiple o la artritis reumatoide.  
1.1. Función de la respuesta inflamatoria en el organismo 
La inflamación es una respuesta innata frente al daño tisular y la infección por 
microorganismos. El principal objetivo de la misma es la eliminación del agente causante 
del daño tisular así como la reparación del propio tejido (Abbas et al., 2008). 
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Más concretamente, cuando un tejido es invadido por un microorganismo, las células 
residentes del sistema inmune como por ejemplo, los mastocitos, macrófagos o leucocitos 
polimorfonucleares, reconocen patrones presentes en la superficie de las sustancias u 
organismos extraños denominados PAMP (Patrón Molecular Asociado a Patógenos). Este 
reconocimiento es operado por unos receptores presentes a su vez en las células del 
sistema inmune, los PRR (Receptores de Reconocimiento de Patrón). La interacción entre 
PAMP y PRR desencadena una cascada de señalización en las células del sistema inmune 
que culmina, entre otros efectos, con la activación de dichas células y la producción de 
mediadores proinflamatorios (Mahla et al., 2013). Por otro lado, en un contexto no-
infeccioso, las células del sistema inmunitario también son capaces de patrullar el 
organismo, extravasarse y reconocer células que hayan sido dañadas o transformadas, 
produciéndose también la liberación de mediadores proinflamatorios (Lämmermann y 
Germain 2014; Reglero-Real et al., 2014; Reglero-Real et al., 2016). 
La liberación de dichos mediadores tiene varios efectos sobre el sistema vascular y el tejido 
afectado. Por un lado, éstos son capaces de favorecer la vasodilatación -como en el caso de 
la histamina- aumentando en consecuencia el volumen de sangre que fluye hacia el tejido 
afectado (Rubor, enrojecimiento) (Romero et al., 2016). Por otro, también son capaces de 
favorecer el aumento de permeabilidad del endotelio vascular, produciéndose la infiltración 
de leucocitos y plasma sanguíneo en el tejido, como en el caso del TNF (Tumor, hinchazón) 
(Reglero-Real et al., 2012). Además, la producción de prostaglandinas y tromboxanos 
implica el aumento de la temperatura corporal (calore, fiebre) y la estimulación de las 
nociceptores (dolore, dolor) (Schaible et al., 2011). 
En paralelo a la respuesta inflamatoria innata, puede darse también una respuesta inmune 
específica adquirida, la cual está mediada por anticuerpos. Ésta, muy eficaz a medio y largo 
plazo después de un contacto previo con el antígeno a combatir radica en la acción de los 
linfocitos B y T. Los primeros, diferenciados en la médula ósea (Bone marrow) son los 
encargados de producir y secretar los anticuerpos para mediar el reconocimiento específico 
de antígenos extracelulares. Los segundos, diferenciados en el Timo, tienen como misión el 
reconocimiento de las células infectadas por microorganismos y su posterior destrucción 
(Abbas et al., 2008). 
Una vez neutralizada la amenaza, el tejido debe volver a las condiciones homeostáticas 
previas para recuperar su funcionalidad. Para ello, se activan los mecanismos de resolución 
para finalizar la respuesta inflamatoria, los cuales implican la síntesis de resolvinas y 
protectinas que fomentan la apoptosis de los neutrófilos y su fagocitosis por parte los 
macrófagos que además tenderán a salir del tejido inflamado drenándose hacia el vaso 
linfático más cercano (Serhan y Savill, 2005). Además, entran en juego mecanismos de 
reparación que tienen como objetivo la restauración de la arquitectura del tejido dañado. 
Éstos comprenden desde la coagulación (factor de activación plaquetaria y trombina) hasta 






















Ilustración 1. La respuesta inflamatoria humana. Cuando un tejido es sujeto a daño o infección, las 
propias células afectadas son capaces de activar las células del sistema inmune residentes, como por ejemplo 
los mastocitos o los macrófagos. En un primer momento, los mastocitos liberan histamina y otros 
mediadores de la inflamación que activarán y reclutarán células del sistema inmune circulantes. Además, 
dichos mediadores también inducirán vasodilatación y un aumento de la permeabilidad endotelial en los vasos 
que circundan la región tisular afectada (A). Tras esta respuesta rápida y temprana, los macrófagos liberan una 
plétora de citoquinas pro-inflamatorias que permiten sostener la respuesta inflamatoria en el tiempo. Dicho 
fenómeno radica en la acción de estas citoquinas sobre el endotelio vascular, provocando cambios 
morfológicos y de expresión proteica que a su vez inducen un aumento de la permeabilidad endotelial y de la 
transmigración linfocitaria (B). Una vez extravasados, los linfocitos activados emplean diferentes estrategias 
moleculares para combatir los agentes infecciosos, así como las células dañadas o infectadas (C). Por ende, la 
liberación de trombina –agente coagulador- favorece la agregación plaquetaria y la formación de coágulos que 
permitirán taponar la herida formada, a la par que favorece también el aumento de la permeabilidad endotelial 
(D). 
1.2. El componente inflamatorio en las enfermedades humanas 
La respuesta inflamatoria puede resultar muy beneficiosa para proteger el organismo si se 
ejecuta de manera restringida en tiempo y espacio. Sin embargo, dicha respuesta puede 
resultar deletérea si se da de manera exacerbada o incluso sostenida en el tiempo. Esto 
puede suceder cuando un antígeno no se ha eliminado completamente o cuando se generan 
auto-anticuerpos que reaccionan contra el propio organismo. En estos últimos casos, la 
inflamación se puede volver crónica. Desde un punto de vista evolutivo, parece que los 
organismos dotados de sistema inmunitario consiguen mantener a raya infecciones y otras 
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amenazas en edad temprana, al precio de desarrollar enfermedades inflamatorias crónicas a 
edad más avanzada (Okin y Medzhitov, 2012). 
Así, en la actualidad, muchas enfermedades humanas tienen su origen en el establecimiento 
de una respuesta inflamatoria crónica. Por ejemplo, la esclerosis múltiple es una 
enfermedad inflamatoria neurodegenerativa del sistema nervioso central que radica en la 
desmielinización neuronal  (Marcos-Ramiro et al., 2014). Aunque la etiología de la 
esclerosis múltiple no está del todo esclarecida, se conoce que la vasculatura desempeña 
una función clave en el desarrollo de la enfermedad (Bennett et al., 2010). En efecto, la 
alteración de la barrera endotelial conlleva una mayor infiltración leucocitaria, lo cual 
provoca un incremento de los fenómenos inflamatorio y desmielinizante (Kirk et al., 2003).   
La enfermedad de Crohn es otra enfermedad inflamatoria crónica que afecta el tracto 
gastrointestinal. Aunque sus causas no están del todo dilucidadas, parece que radica en una 
interacción anormal entre la microbiota comensal y el sistema inmune del hospedador. En 
efecto, la enfermedad se caracteriza por la alteración del balance entre los linfocitos T 
reguladores y efectores, inclinándose la balanza en favor de estos últimos (Weaver y 
Hatton, 2009). Así, la infiltración leucocitaria se incrementa, favoreciendo y perpetuando la 
inflamación (Baumgart y Sandborn, 2012). 
Por otro lado, una respuesta inflamatoria exagerada –aunque no necesariamente crónica- 
también puede ser muy deletérea. Es el caso de la sepsis, definida como una “respuesta 
inflamatoria sistémica a una infección” (Singer et al., 2016). Durante el transcurso de ésta, 
además de una fuerte disfunción endotelial, se origina una intensa actividad procoagulante 
que limita el flujo sanguíneo a órganos de vital importancia a través de la formación de 
pequeños coágulos (Angus y van der Poll, 2013). 
También, podría existir una relación entre inflamación crónica y cáncer. Más 
concretamente, se ha postulado que el microambiente inflamatorio puede incrementar las 
tasas de mutación mediante la generación de especies reactivas de oxígeno, compuestos 
intermedios reactivos de nitrógeno o la inducción de AID (“activation-induced cytidine 
deaminase”). Así, se favorecería la generación de alteraciones en el DNA que podrían inducir 
carcinogénesis (Mechtcheriakova et al., 2012). 
Por todo ello, el estudio de la inflamación no sólo tiene interés desde el punto de vista de la 
ciencia básica, si no que también resulta de vital importancia en el campo de las ciencias 
biomédicas. 
1.3. Papel dinámico del endotelio vascular 
El endotelio vascular constituye la capa más interna de los vasos sanguíneos, la cual está en 
contacto con el torrente sanguíneo en su dominio apical. Está formado por una monocapa 
de células endoteliales. Éstas son muy planas y poseen unas uniones adherentes y estrechas 
altamente complejas y especializadas (Dejana, 2004). 
A partir de la década de 1970, se comenzó a generar un cuerpo de conocimiento que 
permitió demostrar que, contrariamente a lo que se creía, el endotelio no es una mera 
frontera inerte entre la sangre y los tejidos, si no que constituye una barrera semipermeable 
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activa, dinámica y capaz de señalizar y expresar diferencialmente proteínas implicadas en la 
respuesta inflamatoria. (Dejana et al., 1997; Reglero-Real et al., 2012). 
Así, en condiciones no inflamatorias (basales), el endotelio vascular cumple con funciones 
homeostáticas esenciales como son garantizar la fluidez de la sangre, regular el flujo 
sanguíneo, controlar el calibre de los vasos, así como mantener un nivel de permeabilidad 
limitado (Coughlin, 1999; Busse y Fleming, 2006; Arnout et al., 2006). Sin embargo, en 
respuesta a estímulos proinflamatorios como el LPS, la IL-β o el TNF, el endotelio vascular 
adopta un fenotipo diferente: éste se vuelve más permeable (Beynon et al., 1993), las células 
que lo componen adoptan una morfología más alargada (Emmanuel et al., 2013), expresan 
una serie de proteínas de superficie que favorecen la transmigración leucocitaria (Reglero-
Real et al., 2012) y sus uniones intercelulares se vuelven más dinámicas (Millán et al., 2010). 
1.4. El TNF y su señalización en el endotelio vascular 
El Factor de Necrosis Tumoral (TNF) fue descrito en 1975 como un factor circulante 
capaz de causar necrosis en tumores (Carswell et al., 1975). Sin embargo, hoy en día, éste 
ha sido identificado como un regulador clave de la respuesta inflamatoria (Bradley, 2008). 
Aunque no se suele detectar en individuos sanos, el TNF sí puede aparecer en niveles 
elevados tanto en el suero como en los tejidos en condiciones inflamatorias e infecciosas 
(Robak et al., 1998). 
Dicha citoquina es producida preferentemente por macrófagos y linfocitos T activados 
como un pro-péptido de 26 kDa denominado pro-TNF, el cual es expresado a nivel de la 
membrana plasmática. Allí, el pro-TNF puede ser cortado por metaloproteinasas de matriz 
como TACE, también conocida como ADAM-17, teniendo como resultado la liberación  
de una proteína soluble de 17 KDa, el TNF (Black et al., 1997). Aunque la principal fuente 
de TNF suelen ser los macrófagos y monocitos, éste también puede ser sintetizado por 
mastocitos, linfocitos B y T, células NK, neutrófilos, fibroblastos e incluso células 
endoteliales. 
Una de las principales dianas de acción del TNF es el endotelio vascular (Pober y Cotran, 
1990). Un amplio abanico de efectos resulta de la interacción del TNF y las células 
endoteliales: se dan cambios rápidos de morfología y motilidad independientes de la síntesis 
de novo, así como la expresión de nuevas proteínas capaces de regular otros parámetros de la 
respuesta inflamatoria como, por ejemplo, la vasoregulación (COX-2), la adhesión y 
activación leucocitaria (ICAM-1, E-Selectina) o incluso la coagulación (Factor tisular) 
(Madge y Pober, 2001). También puede reprimirse la síntesis de otras proteínas como la 
trombomodulina o eNOS. 
Hasta la fecha, se han caracterizado dos receptores de TNF, TNFR-1 (55 KDa) y TNFR-2 
(75 KDa). TNFR-1 se expresa de manera ubicua mientras que TNFR-2 se expresa 
únicamente en células del sistema inmune y el endotelio vascular (Cabal-Hierro y Lazo 
2012). A nivel celular, TNFR-1 se localiza predominantemente en el aparato de Golgi y 
apenas en la superficie, a diferencia de TNFR-2, el cual se sitúa mayoritariamente a nivel de 
la membrana plasmática (Bradley et al., 1995). Esta localización diferencial podría deberse a 
que TNFR-2 responde principalmente a TNF expresado en otras células como proteína 
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integral de membrana (Grell et al., 1995) mientras que TNFR-1 responde a TNF soluble, el 
cual puede ser endocitado (Black et al., 1997). Ambos receptores carecen de actividad 
catalítica intrínseca y, por tanto, requieren del ensamblaje de complejos supramoleculares 
de proteínas citosólicas para transducir señales.  
El amplio repertorio de respuestas de señalización inducidas por el TNF deriva, por tanto, 
de la capacidad de los receptores para reclutar a su vez numerosas proteínas adaptadoras. 
La asociación entre todas estas macromoléculas define una serie de dominios que son 
capaces de participar en diferentes cascadas de señalización. 
Una de las principales vías inducidas por TNF es la mediada por NF-κβ. En esencia, la 
unión de trímeros de TNF a los receptores TNFR permite el ensamblaje de los complejos 
TRADD-RIP-TRAF2 (Madge y Pober, 2001) que reclutan y activan las proteínas IκK 
(Quinasas inhibidoras de IκB). Estas proteínas IKK son capaces de fosforilar IκB, 
favoreciendo su ubiquitinación y posterior degradación. La ausencia de IκB conlleva la 
exposición de la secuencia de translocación nuclear de la subunidad p65 del factor de 
transcripción NF-κβ, el cual entra en el núcleo y regula la transcripción de una plétora de 
genes asociados con la respuesta inflamatoria a largo plazo (Marcos-Ramiro et al., 2014). 
Por otro lado, los complejos de señalización asociados a los receptores TNFR también 
pueden activar la vía de JNK, la cual culmina con la translocación nuclear de AP-1, factor 
de transcripción que induce otro abanico de genes (Brenner et al., 1989), o incluso 
apoptosis (mediante la activación de la Caspasa 8) y necrosis a través del ensamblaje de un 
complejo multiproteico denominado necrosoma (Vandenabeele et al., 2010). 
Además de inducir la síntesis de proteínas implicadas en la respuesta inflamatoria 
(principalmente citoquinas y moléculas de adhesión), el TNF también señaliza al 
citoesqueleto de actina y los complejos de uniones intercelulares (Marcos-Ramiro et al., 
2014).  
1.5. El TNF y el aumento de permeabilidad endotelial 
Además de la estimulación de las vías canónicas anteriormente descritas, las cuales 
conllevan cambios en la expresión génica, el TNF también es capaz de señalizar al 
citoesqueleto de actina mediante la activación de Rho GTPasas. Hasta la fecha, se ha 
establecido que TNF activa RhoA, Rac y Cdc42, los tres miembros mejor caracterizados de 
los veintidós que componen la familia Rho (Wennerberg y Der, 2004; Ridley, 2006). La 
conexión molecular entre la unión del TNF a sus receptores y la activación de las Rho 
GTPasas todavía no se conoce bien. Aunque se han descrito varias proteínas GEF que se 
activan en respuesta a la interacción TNF/TNFR, las interacciones moleculares entre los 
miembros de la familia Rho siguen siendo exploradas. 
Así, uno de los principales de efectos de TNF en las células endoteliales es la inducción de 
su remodelado morfológico a través de la reorganización del citoesqueleto de actina, lo cual 
ha sido observado in vivo (Hocking et al., 1990) e in vitro (Wójciak-Stothard et al., 1998; 
Stolpen et al., 1986; Deli et al., 1995). En respuesta a esta citoquina, el endotelio pasa de 
tener un aspecto de tipo “empedrado”, con un cinturón periférico de actina asociado a 
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uniones intercelulares estables, a una morfología más estirada y alargada, fruto del 
enriquecimiento en fibras de estrés. Esta formación de fibras de estrés es el resultado de la 
señalización del eje RhoA-ROCK (Rho Kinase). ROCK es capaz de fosforilar e inhibir la 
fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLC), lo cual induce la fosforilación de MLC y 
ensamblaje de filamentos de actina con una alta contractilidad (Chrzanowska-Wodnicka y 
Burridge, 1996). Como la contracción mediada por la actina y la miosina es un mecanismo 
muy relevante en la disrupción de barrera endotelial, se hipotetizó en su momento que esta 
vía de señalización era clave en reorganización del endotelio mediada por TNF y la 
alteración de la función de barrera a largo plazo. Sin embargo, existen evidencias 
experimentales (McKenzie y Ridley 2007; Fernández-Martín et al. 2012; Schlegel y Waschke 
2009; Mong y Wang, 2009; Petrache et al., 2001) que demuestran que la vía RhoA-ROCK 
es importante es el remodelado morfológico, pero no necesaria para la pérdida de función 
de barrera a largo plazo. Estos resultados sugieren la existencia de otros mecanismos 
implicados en el aumento de permeabilidad del endotelio vascular en respuesta a TNF. 
Principalmente, éstos consisten en el debilitamiento de las uniones intercelulares 
dependientes de VE-cadherina, los cuales serán introducidos en al apartado 
correspondiente al efecto de TNF sobre la dinámica de uniones interendoteliales (3.3). 
1.6. Mediadores que comprometen la integridad endotelial en un 
ambiente inflamatorio 
En un ambiente pro-inflamatorio, el endotelio se encuentra expuesto a otros mediadores 
solubles cuya acción sobre el endotelio puede ser más restringida en el tiempo, incluso 
comprometiendo irreversiblemente su integridad. Dichos factores son capaces de inducir 
un aumento de permeabilidad transitorio que se resuelve de manera rápida (1-2 h), 
recuperándose unos niveles de permeabilidad similares a los que precedían el estímulo. 
Esto sucede, por ejemplo, tras la estimulación del endotelio con trombina (Marcos-Ramiro 
et al., 2016). 
La acción prolongada de las citoquinas y linfocitos activados sobre el endotelio puede 
acabar provocando daño vascular. En este contexto inflamatorio que se torna lesivo, o 
incluso en respuesta a una herida o daño causado por un agente externo, la cascada de 
coagulación se activa con el fin de reparar las áreas afectadas (Levi et al., 2012). En esencia, 
el factor de tejido (TF), que es una proteína transmembrana producida por células 
epiteliales, macrófagos y otros tipos celulares que en condiciones normales no están en 
contacto con el torrente circulatorio, entra en contacto con la sangre tras la ruptura de un 
vaso. Allí, se encuentra con factores circulantes e induce su transformación mediante una 
serie de reacciones zimógenas, como en el caso de la conversión de protrombina en 
trombina. La trombina, que es una serina proteasa, corta proteolíticamente el fibrinógeno, 
generándose fibrina, la cual favorece la agregación plaquetaria y la formación de trombos 
que podrán taponar las zonas afectadas por el daño vascular (Johari y Loke, 2012). Además, 
la trombina actúa como quimioatrayente de linfocitos y como agente mitogénico en 




Por otro lado, la trombina también tiene un efecto directo sobre el endotelio vascular. Éste 
es ejercido a través de los receptores PAR (del inglés, protease-activated receptor), que son 
receptores acoplados a proteínas G que se activan tras un corte proteolítico de su dominio 
extracelular. Las células endoteliales expresan los receptores PAR-1, PAR-2, PAR-3 y PAR-
4, siendo el primero el más expresado y el mayor responsable de los efectos de la trombina 
sobre el endotelio (Martorell et al., 2008). Dichos efectos se inician cuando la proteasa 
corta el receptor PAR-1 en su dominio extracelular, exponiendo un nuevo domino amino-
terminal, el cual actúa como ligando del receptor, permitiendo la auto-activación de este 
último (Coughlin, 2000). A su vez, la asociación de PAR1 a distintas proteínas de la familia 
G activa un amplio abanico de cascadas de señalización (Vogel et al., 2000). Una de ellas, a 
través de la activación de proteínas activadoras de Rho GTPasas (Rho GEFs) vía Gα12/13 
(Vouret-Craviari et al., 1998), provoca contracción endotelial aguda y conlleva la aparición 
de hiperpermeabilidad transitoria y edemas. Otra cascada permite la activación de la vía de 
JNK (Stähli et al., 2006), favoreciendo la producción de proteínas implicadas en la 
respuesta inflamatoria y procoagulante, como el factor de tejido, el factor activador de 
plaquetas (Zimmerman et al., 1996) y las interleucinas 6 y 8 (Johnson et al., 1998). 
Existe una relación bidireccional entre los fenómenos de inflamación y coagulación, de tal 
modo que ambos procesos son capaces de regularse de manera recíproca (Popović et al., 
2012), aunque la coagulación no puede producirse si no es en un ambiente inflamatorio 
(Petäjä, 2011). En particular, la trombina es capaz de actuar de manera sinérgica con el 
TNF, potenciando sus efectos. En efecto, se ha descrito que la trombina modula la 
expresión de proteínas que pueden ser inducidas por TNF (Cernuda-Morollón y Ridley, 
2006). Induce la síntesis de receptores de expresión, IL-6 e IL-8 en células endoteliales, IL-
8 en monocitos y macrófagos así como su propia síntesis en plaquetas (Petäjä, 2011). Se ha 
mostrado asimismo que el TNF potencia los efectos de la trombina en el endotelio, 
produciéndose un significativo retraso en la monocapa tras la contracción endotelial 
inducida por trombina (Paria et al., 2004). 
 
2. LA FAMILIA DE LAS RHO GTPASAS 
Como se ha visto anteriormente, la inflamación es un fenómeno que radica en la liberación 
de citoquinas capaces de estimular el endotelio vascular, entre otros tipos celulares. Los 
cambios fenotípicos que se operan en el endotelio, así como los cambios en los niveles de 
permeabilidad, derivan en muchos casos de la reorganización del citoesqueleto de actina, 
fenómeno que depende en gran medida de la acción de proteínas de la familia de las Rho 
GTPasas. 
2.1. Miembros de la familia de las Rho GTPasas, activación, 
inactivación, localización.  
El primer ensayo en el que se caracterizó  la familia de las Rho GTPasas –se aislaron a 
partir del ganglio abdominal de un gasterópodo marino del género Aplysia- fue realizado en 
1985 por Madaule y Axel (Madaule y Axel, 1985). Desde entonces, han florecido multitud 
de estudios que implican a esta familia de proteínas en procesos como la motilidad celular, 
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la reorganización de las uniones intercelulares o el ciclo celular (Hall, 1998; Ridley et al., 
1995; Citi et al., 2014). 
Las Rho GTPasas pertenecen a la superfamilia Ras y tienen un peso molecular bajo, el cual 
ronda los 21 kDa. La familia de las Rho GTPasas consta de 23 miembros agrupados en 8 
clases en base a su secuencia aminoacídica (Rho, Rac, Cdc42, Rnd, RIF, RhoBTB, RhoU/V 
y RhoH (Heasman y Ridley, 2008). Por su temprano descubrimiento, las Rho GTPasas más 
estudiadas son RhoA (Madaule y Axel, 1985), Rac (Didsbury et al., 1989) y Cdc42 
(Munemitsu et al., 1990). 
La mayoría de las Rho GTPasas ciclan entre un estado activo e inactivo. Éstas se 
encuentran activas cuando están unidas a GTP e inactivas cuando están unidas a GDP 
(Etienne-Manneville y Hall, 2002). Existen efectores que regulan la transición entre ambos 
estados. Por un lado, las proteínas GAP (del inglés, GTPase activating protein) catalizan la 
hidrólisis del GTP a GDP, inactivando la Rho GTPasa. Por otro, las proteínas GEF (del 
inglés, Guanosine Exchange Factor) median el intercambio de GDP por GTP, lo cual activa la 
Rho GTPasa. Además, un tercer tipo de efector llamado GDI (del inglés, Guanosine 
dissociation inhibitor) retiene el GDP unido a la GTPasa, impidiendo su intercambio por GTP 
y, por ende, inactivando la GTPasa (Narumiya, 1996; Bourne et al., 1991). 
Las Rho GTPasas pueden sufrir modificaciones post-traduccionales en su domino C-
terminal. En efecto, éstas pueden ser preniladas mediante la adición de un grupo farnesil 
(15 carbonos), geranilgeranil (20 carbonos) o palmitoil (16 carbonos) (Wennerberg y Der, 
2004). Estas modificaciones permiten el anclaje de la GTPasa a membranas, desde donde 
podrán interaccionar con sus proteínas efectoras. Teniendo en cuenta el número de Rho 
GTPasas y efectores (GEF, GAP y GDI) presentes en la célula, la combinatoria y la 
localización subcelular de estas proteínas teje una red de señalización compleja que permite 
regular finamente su actividad. 
Ilustración 2. Esquema recapitulativo del ciclo 
de activación e inactivación de Rho GTPasas. 
Las GTPasas de la familia Rho son consideradas 
como interruptores moleculares que ciclan entre un 
estado inactivo –marcado por la unión a GDP- y 
un estado activo –marcado por la unión a GTP-. La 
activación es mediada por Factores de Intercambio 
de Guanosina (GEF) capaces de intercambiar GDP 
por GTP. Al activarse, las Rho GTPasas sufren un 
cambio conformacional que les permite 
interaccionar con sus efectores, activándolos. Una 
vez desencadenada la correspondiente cascada de 
señalización, los factores activadores de GTPasas 
(GAP) hidrolizan el GTP a GDP. Así, la GTPasa 
queda nuevamente en estado inactivo y la 
señalización es inhibida. Existe un tercer tipo de 
factor regulador, los Inhibidores de Disociación de 
GDP (GDI). Éstos interaccionan con las formas 




2.2. La subfamilia RhoA: Expresión, modificaciones post-
traduccionales y localización, reguladores, efectores y funciones 
En vertebrados superiores, la subfamilia RhoA está formada por tres miembros, RhoA, 
RhoB y RhoC. En un primer momento, debido a su alta identidad en términos de 
secuencia aminoacídica (85 %) y a que su sobreexpresión individual induce la formación de 
fibras de estrés, se pensó que debían tener funciones redundantes en la célula. Sin embargo, 
estudios posteriores demostraron que RhoA, RhoB y RhoC participan en diferentes 
procesos celulares (Vega et al., 2011; Malissein et al., 2013; Ridley, 2013). 
Las tres proteínas se expresan en todos los tejidos (Human Protein Atlas, 
http://www.proteinatlas.org/). Los niveles de RhoB son aquellos que varían en mayor 
medida, sobre todo en respuesta a diferentes estímulos (Wheeler y Ridley, 2004). Más 
concretamente, RhoB se induce en respuesta a luz ultravioleta (Fritz et al., 1999), a EGF 
(de Cremoux et al., 1994) y TGF-β (Vasilaki et al., 2010) hace que aumenten sus niveles 
mediante la inhibición de su degradación vía proteasoma. 
RhoA y RhoC han sido caracterizadas como proteínas pro-oncogénicas. RhoA favorece la 
citocinesis y la migración (Vega y Ridley, 2008) y RhoC está implicada en metástasis 
(Karlsson et al., 2009). Por contra, RhoB es considerada como supresor de tumores por 
cuanto su expresión disminuye en diferentes tumores humanos (Huang y Prendergast, 
2006). 
RhoA, RhoB y RhoC son preniladas en un residuo cisteína C-terminal, el cual sufre una 
metilación y eliminación proteolítica de los 3 últimos residuos aminoacídicos (Shao y 
Dixon, 2003). RhoB puede sufrir la adición de un grupo farnesil, geranilgeranil o palmitoil, 
lo cual implica que pueda localizarse tanto en endosomas como en el citosol y la membrana 
plasmática. Sin embargo, RhoA y RhoC sólo pueden ser geranilgeraniladas, lo que permite 
su localización en el citosol o la membrana plasmática, pero no en endosomas (Adamson et 
al., 1992; Sandilands et al., 2004). 
Los efectores mejor caracterizados de la subfamilia RhoA son ROCKI/II, proteína que 
presenta una mayor afinidad por RhoC que por los otros dos miembros (Wheeler y Ridley, 
2004) y que está implicada en la formación de fibras de estrés y la contracción mediada por 
actomiosina y las forminas de tipo mDia, como mDia1, la cual favorece la polimerización 
de actina y es reclutada por los tres miembros de la subfamilia RhoA (Watanabe et al., 
1999). Además, estos dos efectores también regulan fenómenos dependientes de 
microtúbulos como son el tráfico y la polaridad celulares (Takesono et al., 2010), la 
citocinesis (Kaibuchi, et al., 1999), así como el desarrollo en general (Wei et al., 2002). 
Algunos estudios han tratado de definir las funciones específicas de cada uno de los tres 
miembros de la subfamilia RhoA, habiéndose demostrado que RhoA induce un incremento 
en el reciclaje de las adhesiones focales en el frente de avance de células en migración 
(Ridley, 2000), que RhoB regula negativamente la migración de células tumorales 
bronquiales humanas mediante Akt y Rac (Bousquet et al., 2009) y que RhoC limita la 
extensión de los lamelipodios a través de la formina FMNL3 (Vega et al., 2011). 
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2.3. Las Rho GTPasas son reguladores esenciales del citoesqueleto de 
actina en inflamación 
Como ya se ha comentado, las GTPasas de la subfamilia RhoA son capaces de regular el 
citoesqueleto de actina gracias a sus efectores ROCK y mDia. Más concretamente, está 
bien establecido que RhoA activa, por un lado, la formina mDia produciéndose así la 
nucleación y polimerización de filamentos de actina (Watanabe et al., 1997) y por otro, la 
quinasa ROCK, la cual provoca la fosforilación de la cadena ligera de la miosina II de dos 
maneras diferentes: por fosforilación directa, o mediante la fosforilación de la fosfatasa de 
la cadena ligera de la miosina MLCP (Amano et al., 1996; Kimura et al., 1996). Así, la 
miosina se activa, se une a filamentos de actina y promueve la formación de gruesos haces 
de actina denominados fibras de estrés. Además, la miosina II es capaz de contraer las 
fibras de estrés al hacer que distintos haces de actina se deslicen los unos sobre los otros. 
Además, ROCK inhibe la cofilina (Lappalainen y Drubin, 1997), proteína cuya función es 
despolimerizar actina, estabilizándose en consecuencia los haces de actina. Al mismo 
tiempo, ROCK activa la quinasa LIMK1 (Maekawa et al., 1999), que a su vez inhibe 
también la cofilina (Yang et al., 1998). 
 
Ilustración 3. Representación esquemática de la cascada de señalización intracelular de la vía Rho-
ROCK, responsable de la formación de fibras de estrés. Las  proteínas de la subfamilia RhoA activas 
median la formación de fibras de estrés de dos maneras. Por un lado, mediante la activación de mDia, efector 
capaz de inducir la polimerización y nucleación de actina. Por otro, mediante la activación de la quinasa 
ROCK, la cual, a su vez, favorece la formación de fibras de estrés de manera triple: induce la fosforilación 
directa de la Cadena Ligera de la Miosina (MLC), estabiliza dicha fosforilación mediante la inhibición de la 
fosfatasa MLC y además fosforila LIMK, la cual fosforila e inactiva a cofilina. 
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2.4. Rac y la formación del frente de avance 
Las Rho GTPasas Rac están implicadas en la formación de protrusiones membranosas 
como lamelipodios y ruffles (ondulaciones dorsales), sobre todo en contexto migratorio 
(Nobes y Hall, 1995). Por tanto, ejercen su acción sobre el citoesqueleto de actina que está 
asociado a la membrana plasmática. Es precisamente en esa región de la célula donde se 
sitúan las GEF de Rac, así como sus múltiples efectores, los cuales actuarán en respuesta a 
su activación. En este sentido, la polimerización de actina en respuesta a la activación de 
Rac es mediada por el complejo proteico WAVE (del inglés, WASP family Verprolin-
homologous protein), que a su vez activa el complejo Arp2/3 (del inglés, actin related proteins 
2/3) y reclutándose cortactina (Le Clainche y Carlier, 2008), formándose así una red de 
filamentos de actina ramificados. Además, Rac, a través de su efector PAK activa a LIMK, 
inhibiéndose así la cofilina, lo cual permite la estabilización de los filamentos de actina 
generados. 
2.5. Las Rho GTPasas son reguladores del tráfico vesicular 
Se ha mostrado que varias Rho GTPasas se sitúan en compartimentos endosomales, lo cual 
sugiere que pueden jugar un papel en el tráfico intracelular. En una primera aproximación, 
Ridley y colaboradores demostraron que la activación de Rac1 favorecía la internalización 
de fluido extracelular por macropinocitosis (Ridley et al., 1992). Desde entonces, 
numerosos estudios han puesto de manifiesto la implicación de miembros de la familia de 
las Rho GTPasas en la remodelación del citoesqueleto de actina y la composición de los 
fosfoinosítidos de membrana, los cuales reclutan maquinaria de endocitosis a la membrana 
plasmática, principalmente quinasas y fosfatasas (Di Paolo y De Camilli, 2006; Weernink 
et al., 2004; Fritsch et al., 2013). Cabe señalar la asociación de Rac1 con AP1, adaptador 
que regula el tráfico entre la red trans-Golgi y los endosomas y la de RhoB con mDia, Src y 
EGFR en vesículas intracelulares (Fernandez-Borja et al., 2005; Sandilands et al., 2004; 
Gampelet al., 1999).  
 
Ilustración 4. Estructura esquemática de RhoB. La proteína RhoB consta de tres dominios principales. 
Por un lado, un domino G N-terminal responsable de la unión a nucleótidos de guanosina, en el cual dos 
regiones “bisagra” (Switch I y II) permiten que se dé el cambio conformacional que media la activación de la 
GTPasa. Por otro, un “dominio de inserto” implicado en la interacción con proteínas efectoras. Por último, 
posee una región C-terminal hipervariable donde también se pueden dar interacciones con proteínas 





3. LAS UNIONES INTERCELULARES EN EL 
ENDOTELIO VASCULAR 
Como ya se ha comentado, el endotelio vascular está constituido por una capa de células 
endoteliales que tapiza la totalidad del sistema circulatorio. El endotelio ejerce una función 
de barrera semipermeable entre el torrente circulatorio y el tejido subyacente. En este 
sentido, existe un sistema de control de la permeabilidad endotelial que radica, entre otros 
mecanismos, en la regulación de la cohesión celular a través de sus uniones intercelulares 
(Dejana, 2004). 
3.1. Origen de las proteínas de uniones intercelulares. Transición de 
organismos unicelulares a organismos complejos. Tipos de cadherinas. 
La evolución de los animales -metazoos- desde sus ancestros unicelulares necesitó de 
innovaciones genómicas que permitieran a las células comunicarse entre sí y adherirse las 
unas a las otras (Tyler, 2003; King, 2004). Las cadherinas, proteínas paradigmáticas de 
unión intercelular, son capaces de mediar fenómenos tanto de adhesión como de 
señalización, lo cuales son clave para que se den procesos de vital importancia como la 
morfogénesis tisular o la polarización celular (Nelson y Nusse, 2004). Hasta la fecha, las 
cadherinas sólo han sido encontradas en metazoos y sus parientes unicelulares más 
cercanos, los coanoflagelados (King et al., 2003), lo que ha alentado a numerosos grupos a 
realizar estudios sobre las cadherinas de éstos con el fin de comprender cómo se operó la 
transición desde los organismos unicelulares hasta los multicelulares (Steenkamp et al., 
2006). 
Más concretamente, gracias a estudios que emplean como modelo el coanoflagelado M. 
brevicollis, se ha propuesto la posibilidad de que las cadherinas primitivas, carentes de 
dominio citoplásmico de cadherina (CCD) y por lo tanto, incapaces de interaccionar con β-
catenina, pudieran interaccionar con bacterias con el fin de reconocerlas y capturarlas 
(Abedin y King, 2008). Esto es consistente con el hecho de que, en la actualidad, varios 
microorganismos sean capaces de interaccionar con cadherinas, provocando eventos de 
señalización en células epiteliales, como en el caso de la unión de Listeria monocitogenes a E-
cadherina (Bonazzi et al., 2008) o la unión de Candida albicans a N-cadherina (Phan et al., 
2013). Aunque no se ha postulado un mecanismo preferente mediante el cual se operó la 
transición entre la adhesión bacteriana y la adhesión homofílica intercelular, parece que la 
especialización de la asociación de los dominios intracelulares de las cadherinas con otras 
proteínas pre-existentes (como β- y α-catenina), así como con el citoesqueleto de actina, fue 
de suma importancia (Oda, 2012). 
Las cadherinas clásicas de vertebrados han sido clasificadas en tres tipos en base a su 
estructura. Los tipos I (E-cadherina, N-cadherina) y II (VE-cadherina, OB-cadherina) se 
caracterizan por presentar 5 repeticiones EC (Dominio extracelular de cadherina), mientras 
que el tipo III (cHz-cadherina) se caracteriza por presentar entre 14 y 17 repeticiones EC). 
Parece probable que el último ancestro común de todos los animales dotados de 
bilateralidad poseyese cadherinas de tipo III (Oda,  2012). Sin embargo, las cadherinas de 
tipo III están ausentes en ascidias y el genoma placentario de mamíferos, lo que sugiere que 
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este tipo de cadherina se pudo perder de manera secundaria en diferentes momentos de la 
evolución de los animales bilaterales. Teniendo en cuenta que las formas más recientes de 
las diferentes cadherinas tienden a tener menos repeticiones EC y un menor número de 
dominios (Oda et al., 2002; Oda et al., 2005; Hulpiau y van Roy, 2011), se ha propuesto la 
“pérdida de domino específica de linaje” (del inglés, lineage-specific domain loss) como 
mecanismo principal de evolución de este tipo de proteínas. Así, la diversificación y 
especialización de las cadherinas a lo largo de la evolución pudo haber permitido el 
incremento de complejidad en cuanto a las asociaciones de distintas poblaciones celulares 
para formar organismos complejos. 
3.2. Proteínas de uniones intercelulares en el endotelio vascular 
A diferencia de otros tipos de células epiteliales, el endotelio vascular posee un sistema de 
uniones intercelulares bastante plástico. Los contactos entre células suelen ser de naturaleza 
compleja, existiendo un alto grado de solapamiento entre las células (Dejana, 2004). Más 
concretamente, las uniones pueden clasificarse en dos tipos principales: adherentes (adherens 
junctions) y oclusivas (tight junctions). Cabe señalar que, mientras que la mayoría de los 
epitelios las uniones oclusivas se encuentran concentradas en la parte más apical de la zona 
de contacto entre célula y célula, en el endotelio las uniones adherentes y oclusivas se 
entremezclan allí donde hay solapamiento entre células (Simionescu, 2000). 
3.2.1. Uniones adherentes: VE-cadherina y proteínas asociadas 
El principal componente de las uniones adherentes del endotelio vascular, identificado por 
vez primera a través de un “screening” de anticuerpos monoclonales dirigidos contra células 
endoteliales (Lampugnani et al., 1992), es la Cadherina Vascular Endotelial (VE-cadherina). 
Ésta se expresa in vivo en todo tipo de vasos, ya sean arteriales, venosos o linfáticos. 
Aparece en una etapa temprana de la diferenciación de células hematopoyéticas a 
endoteliales (Breier et al., 1996) y aunque no es imprescindible para la adquisición de 
características endoteliales, su ausencia interfiere en gran medida con el desarrollo del 
programa vascular (Carmeliet et al., 1999). 
La proteína VE-cadherina forma parte de una superfamilia de receptores adhesivos 
dependientes de calcio que permiten la unión de células entre sí mediante interacciones 
homotípicas. Como cadherina clásica, VE-cadherina posee una estructura modular general 
compuesta por cinco dominios EC (repeticiones extracelulares, del inglés extracellular repeats) 
de unos 110 aminoácidos aproximadamente, denominados EC1-EC5 desde el extremo N- 
al C-terminal, así como un dominio transmembrana y una cola citoplásmica muy 
conservada (Hatta et al., 1988; Takeichi, 1990). Por un lado, la parte extracelular media 
interacciones homofílicas. Éstas requieren de la fijación de tres iones de calcio por sitio EC, 
lo cual confiere rigidez a la molécula de VE-cadherina, reduciendo así la probabilidad de ser 
proteolíticamente degradada (Taveau et al., 2008). Por otro, la cola citoplásmica se une a 
otras proteínas intracelulares, complejos que se pueden unir a su vez al citoesqueleto de 
actina (Gumbiner, 1996). Además, la estabilidad de los complejos de uniones intercelulares 
endoteliales depende en parte de la localización de los mismos en balsas lipídicas. En 
efecto, se ha demostrado que la VE-cadherina asociada a balsas lipídicas presenta una 
mayor asociación con p120-catenina (Gentil-dit-Maurin et al., 2010). 
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Las proteínas capaces de unirse al dominio citoplasmático de VE-cadherina podrían 
englobarse en diferentes categorías según su similitud estructural como, por ejemplo, la de 
las cateninas. En efecto, el dominio citoplásmico (catenin-binding domain, CBD) de VE-
cadherina interacciona con β-catenina y γ-catenina (plakoglobina), proteínas que forman 
parte de la familia armadillo (Peifer et al., 1994) y capaces de asociarse a su vez con α-
catenina, un homólogo de vinculina que desempeña un papel clave en la unión del 
complejo de cadherinas al citoesqueleto de actina (Nieset et al., 1997). Además, p120-
catenina, también perteneciente a la familia armadillo, estabiliza los complejos cadherina-
catenina en la superficie celular al interaccionar con el dominio de la cola citoplásmica de 
VE-cadherina adyacente a la membrana (juxtamembrane domain, JMD) (Davis et al., 2003; 
Lampugnani y Dejana, 1997; Xiao et al., 2003). 
Por otro lado, existen fosfatasas que se asocian a VE-cadherina, regulando negativamente 
su fosforilación y permitiendo el mantenimiento de la integridad vascular. Es el caso de la 
proteína tirosina-fosfatasa vascular endotelial (VE-PTP), proteína de membrana específica 
de endotelio. Se ha mostrado que VE-PTP es esencial para el remodelado vascular y que 
ratones que carecen de ella mueren en el estadio E9.5 de su desarrollo embrionario 
(Bäumer et al., 2006; Dominguez et al., 2007). SHP2 es otra proteína tirosina-fosfatasa que 
cumple una función similar a la anterior: en condiciones basales, se asocia a VE-cadherina 
mediante β-catenina. Sin embargo, en respuesta a trombina, se disocia y VE-cadherina es 
fosforilada en mayor media e internalizada. También se ha descrito un importante papel en 
angiogénesis (Ukropec et al., 2000; Mannell et al., 2008). DEP-1 (del inglés, density enhanced 
phosphatase-1), es otra proteína tirosina-fosfatasa que se asocia a VE-cadherina vía β-catenina 
pero que no se disocia del complejo en respuesta a VEGF en células confluentes, 
participando en el mantenimiento de la integridad vascular y la inhibición de contacto 
(Lampugnani et al., 2006). 
Otra proteína capaz de regular los complejos de uniones intercelulares es PECAM-1 (del 
inglés, Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule, Fernández-Martín et al., 2012. Es un 
receptor transmembrana de la superfamilia de las inmunoglobulinas capaz de mediar 
interacciones homofílicas entre células endoteliales adyacentes o entre células endoteliales y 
leucocitos. Su segmento citoplásmico cumple con una función estructural de soporte para 
distintas fosfatasas (como SHP2) (Bird et al., 1999) y otras proteínas de uniones 
intercelulares como (como β-catenina o γ-catenina) (Ilan et al., 1999; Ilan et al., 2000). Se ha 
postulado que PECAM-1 cicla entre la membrana plasmática y un compartimento 
subcelular bautizado como “Compartimento de Reciclaje del Borde Lateral” (del inglés, 
Lateral Border Recycling Compartment, LBRC) (Sullivan y Muller, 2014). 
Existen muchas otras proteínas que participan en mayor o menor medida en la formación y 
mantenimiento de los complejos de uniones adherentes (Dejana y Vestweber, 2013), como 
por ejemplo la vinculina (Huveneers et al., 2012), así como su anclaje a los filamentos de 
actina, como la α-actinina (Tang y Brieher, 2012). 
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Ilustración 5. Estructura 
esquemática de VE-
cadherina y principales 
proteínas asociadas. La 
proteína VE-cadherina consta 
de tres regiones bien 
diferenciadas. Por un lado, 
posee una región extracelular 
N-terminal con 5 repeticiones 
del dominio EC, responsable 
de la unión homofílica 
dependiente de Ca2+. Por otro, 
una región transmembrana que 
permite su anclaje a la 
membrana plasmática. 
Finalmente, posee una cola 
citoplasmática C-terminal 
(juxtamembrane domain) donde se 
produce la interacción con las 
cateninas p120, β y γ. Estas dos 
últimas permiten la unión de 
este complejo de uniones 
intercelulares con α-catenina y 
el citoesqueleto de actina. 
 
3.2.2. Uniones oclusivas 
Aunque en términos absolutos, las proteínas de uniones oclusivas representan una quinta 
parte de los complejos de unión intercelular (Mehta y Malik, 2006), son esenciales para 
mantener la integridad del endotelio. Principalmente, las uniones oclusivas endoteliales 
están formadas por la adhesión homotípica de ocludinas y claudinas (Bazzoni y Dejana, 
2004). Ocludina se expresa tanto en células epiteliales como endoteliales y requiere de la co-
expresión de la proteína zonula occludens-1 (ZO1) para poder situarse a nivel de la membrana 
plasmática. Las proteínas ZO1-3 son componentes intracelulares que permiten anclarse al 
citoesqueleto de actina cortical. De los 24 miembros de la familia de las claudinas, sólo 
Claudina-5 parece ser una isoforma específica de endotelio (Morita et al., 1999). Así, las 
proteínas ZO permiten unir claudinas y ocludinas al citoesqueleto de actina a través de otra 
proteína llamada cingulina (Cordenonsi et al., 1999). 
Otro grupo de proteínas implicado en la formación de uniones oclusivas es el de las 
Moléculas de Adhesión de Uniones, del inglés, Junctional Adhesion Molecules, JAM. Éstas, al 
igual que PECAM, pueden establecer uniones homo- y heterofílicas, por lo que son 
capaces de mediar tanto la permeabilidad endotelial como la transmigración leucocitaria 
(Weber et al., 2007). JAM-A, B y C son expresadas en endotelio y se asocian a 
componentes de las uniones oclusivas como ZO1 (Bazzoni et al., 2000).  
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3.3. Dinámica de VE-cadherina y disrupción de uniones intercelulares. 
Como se ha descrito en el apartado anterior, las uniones intercelulares del endotelio 
vascular están formadas por un gran número de proteínas con diversas funciones. Es 
justamente esta complejidad estructural la que sienta las bases para que tenga lugar una fina 
regulación de la cohesión celular en respuesta a diferentes estímulos, como aquellos que 
tienen lugar en un contexto inflamatorio. 
3.3.1. Síntesis, tráfico y degradación de VE-cadherina. 
La proteína VE-cadherina es expresada en células endoteliales principalmente a través de 
los factores de transcripción Ets1 y de la familia HIF (del inglés, hipoxia inducible factor) 
(Lelièvre et al., 2000; Le Bras et al., 2007; Kobayashi et al., 2015). La cantidad total de VE-
cadherina presente en células endoteliales podría subdividirse en dos poblaciones, la 
intracelular, la cual se sitúa mayoritariamente en un compartimento perinuclear, y la de 
superficie. VE-cadherina, al igual que otras cadherinas, está continuamente siendo 
internalizada desde la superficie hacia el citoplasma para luego ser redirigida de nuevo a la 
membrana o degradada (Le et al., 2002; Xiao et al., 2003). 
Más concretamente, la internalización de VE-cadherina se produce de una manera 
dependiente de clatrina (Xiao et al., 2005) a través de un compartimento endosomal 
positivo para la GTPasa Rab5 (Yang et al., 2015). Una vez en el interior de la célula, VE-
cadherina puede seguir dos vías diferentes. Por un lado, la vía degradativa parece ser 
modulada por las GTPasas Rab7 o Rab9, las cuales regulan el tráfico hacia endosomas 
tardíos y lisosomas (Chichger et al., 2015). Por otro, VE-cadherina puede seguir la vía de 
reciclaje mediada por las GTPasas Rab4, Rab11a y su efector Rab11-FIP2, así como la 
proteína adaptadora p18 (Chichger et al., 2015a; Chichger et al., 2015b; Yan et al., 2016,). 
Hasta donde llega nuestro conocimiento, apenas existen estudios sobre la maquinaria 
molecular implicada en la internalización y el reciclaje de VE-cadherina. Por ejemplo, en 
2015 se publicó que el LPS bacteriano induce un aumento en los niveles de expresión de la 
GTPasa Rab5 (Yang et al., 2015) y puede también fosforilar p18 (Chichger et al., 2015a). 
Sin embargo, no se ha reportado que TNF regule dichas vías de internalización, 
degradación y/o reciclaje, razón por la cual hemos decidido ahondar en la comprensión de 
dichos fenómenos a lo largo de esta tesis. 
3.3.2. Mediadores inflamatorios y angiogénicos que inducen la internalización de 
VE-cadherina. 
La citoquina TNF, además de inducir la formación de fibras de estrés a través de la vía 
Rho-ROCK (Kimura et al., 1996), promueve una serie de alteraciones a nivel de las uniones 
intercelulares en el endotelio vascular. 
Por un lado, TNF aumenta la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) a través 
de la activación del complejo NOX (NADPH oxidasa), el cual contiene la GTPasa Rac 
activa (Konior et al., 2014). Las ROS provocan la oxidación de múltiples residuos de 
proteínas fosfatasas (SHP2) y quinasas (Src, Pyk2, PAK) que provocan un aumento de la 
fosforilación de VE-cadherina (Corcoran y Cotter, 2013; Monaghan-Benson y Burridge, 
2009). En consecuencia, β-catenina y p120-catenina se disocian de VE-cadherina y ésta se 
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internaliza, aumentando por tanto la permeabilidad del endotelio, sin necesidad de crear 
huecos intercelulares (Nwariaku et al., 2002; Esser et al., 1998). 
Por otro, algunos estudios sugieren que TNF, además de regular la expresión de JAM-A y 
JAM-B en células endoteliales (Ueki et al., 2008), también provoca el corte proteolítico de 
JAM-A y la dispersión de esta molécula fuera de las uniones intercelulares (Martinez-
Estrada et al., 2005). 
TNF también induce un aumento de la fosforilación de PECAM-1, implicando un refuerzo 
de la asociación con proteínas portadoras de dominio SH2, lo cual favorece la dispersión de 
PECAM-1 desde los contactos intercelulares hacia el resto de la membrana plasmática 
(Ferrero et al., 1996; Romer et al., 1995; Fernandez-Martin et al., 2012). 
Sin embargo, aunque en los últimos años se han publicado algunos trabajos que versan 
sobre el efecto de TNF en la morfología de las uniones intercelulares (Millán et al., 2010; 
Huveneers et al., 2012), el conocimiento del efecto de dicha citoquina sobre la dinámica de 
VE-cadherina sigue siendo fragmentario. 
Por otro lado, el tráfico de VE-cadherina también se ve modulado en respuesta a VEGF. 
En efecto, se ha demostrado que la citoquina VEGF-A se une a VEGFR1 y VEGFR2, 
induciendo la dimerización y fosforilación de VEGFR2 a un tiempo muy temprano 
(Waltenberger et al., 1994), activándose una serie de vías de señalización solapantes que 
culminan con el aumento de la internalización de VE-cadherina. 
Además, la activación de VEGFR2 induce el reclutamiento de la proteína TSAd, la cual se 
une a la quinasa c-Src (Sun et al., 2012). Ésta fosforila VE-cadherina y provoca su 
internalización seguida de degradación o reciclaje, en función del contexto en el que se 
encuentre el endotelio. 
Finalmente, Gavard y Gutkind demostraron que la activación de VEGFR2 también 
provoca la fosforilación Src-dependiente de Vav2, GEF que activa Rac. A su vez, Rac 
activa la quinasa PAK que fosforila VE-cadherina, resultando en el reclutamiento de la β-
arrestina2 y, por ende, la internalización de VE-cadherina y el aumento de la permeabilidad 





Ilustración 6. Representación esquemática de las principales vías de señalización intracelular 
activadas por TNF. En células endoteliales, la unión de TNF a su receptor TNFR provoca una serie de 
cascadas de señalización con una multiplicidad de efectos. Por un lado, se induce la transcripción de genes 
por las vías de NF-κβ y JNK, lo cual favorece el aumento de los niveles de ciertas proteínas endoteliales 
implicadas en la respuesta inflamatoria. Por otro, se produce la activación de la vía Rho/ROCK que confluye 
hacia la generación y estabilización de fibras de estrés. Además, la activación de Rac favorece la formación de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) que provocan la fosforilación y dispersión de proteínas de uniones 
intercelulares como VE-cadherina mediante la activación de quinasas de la familia Src y la inhibición de 
fosfatasas como SHP2. Éstas podrán ser internalizadas en compartimentos endosomales o incluso en el 
compartimento de reciclaje del borde (LBRC). 
 
4. BONE-MARROW STROMAL T-CELL ANTIGEN 2 
(BST-2). 
La proteína BST-2 (también conocida como HM1.24, CD317 o tetherina) fue 
originalmente identificada como un antígeno de superficie de células B plenamente 
diferenciadas (Goto et al., 1994). Se ha propuesto que BST-2 sirve como diana en 
inmunoterapia  contra mielomas, por cuanto anticuerpos de ratón humanizados 
monoclonales contra BST-2 exhiben una potente actividad antitumoral in vitro (Ozaki 
et al., 1997; Ono et al., 1999). BST-2 fue redescubierta como un factor de restricción viral 
inducido por interferón-α, el cual inhibe la liberación de partículas virales de HIV-1 en la 
superficie celular y cuya acción es contrarrestada por Vpu, proteína accesoria del VIH-1. 
En efecto, Vpu ubiquitina la proteína BST-2 y la dirige hacia rutas degradativas (Neil et al., 
2008; Van Damme et al., 2008). 
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El gen BST-2 posee múltiples sitios de unión de factores de transcripción en su región 
promotora (AP-2, CREB, SP-1, STAT3, IFR1/2, ISGF3), lo cual indica que la 
transcripción de BST-2 está altamente regulada por citoquinas como interferón-α/β e 
interleukina-6 (Blasius et al., 2006; Kawai et al., 2008). 
BST-2 está constituida por 180 aminoácidos y posee un dominio citosólico N-terminal de 
21 aminoácidos, un dominio transmembrana de 22 aminoácidos, un dominio extracelular 
con dos sitios de N-glicosilación y anclaje GPI (Glicosil-fosfatidil-inositol) C-terminal que 
cumple una función de anclaje a balsas lipídicas de la membrana plasmática (Ohtomo et al., 
1999). Se ha demostrado que se forman dímeros de BST-2 espontáneamente a través de su 
región coiled-coil, los cuales son estabilizados por la formación de puentes disulfuro entre 
tres pares de residuos de cisteína situados en el dominio extracelular (Andrew et al., 2009; 
Hinz et al., 2010). 
En células epiteliales, se ha descrito que BST-2 se sitúa predominantemente en el dominio 
apical de las células (Rollason et al., 2009) aunque en otros tipos celulares se puede 
encontrar mayoritariamente en la red trans-Golgi (Li et al., 2007). BST-2 posee un motivo 
de internalización (YxY) que permite su endocitosis mediada por clatrina mediante 
proteínas adaptadoras como AP-2 (más concretamente, su subunidad α-adaptina), epsina, 
eps15 o β-arrestina (Rollason et al., 2007; McMahon y Boucrot, 2011). Además, este 
motivo también está implicado en la estimulación de la actividad de NF-κβ (Tokarev et al., 
2013)  
Se ha descrito que BST-2 circula continuamente entre la membrana plasmática y la red-
trans Golgi a través de endosomas de reciclaje (Kupzig et al., 2003; Rollason et al., 2007; 
Masuyama et al., 2009). Habida cuenta de que la vida media de BST-2 parece ser de unas 4 
h, podría ser que esta proteína sea reciclada varias veces entre la membrana plasmática y 
endosomas de reciclaje y eventualmente sufrir una degradación mediada por el sistema  
ESCRT (Janvier et al., 2011) o vía proteasoma, mediante ubiquitinación (Fujita et al., 2012). 
 
Ilustración 7. Estructura esquemática de BST-2 La proteína BST-2 consta de una cola citoplásmica N-
terminal, un dominio transmembrana, una región extracelular con varios sitios de N-glicosilación y un residuo 
de cisteína capaz de generar puentes disulfuro con otras moléculas de BST-2, formándose así un dímero. 
BST-2 posee un anclaje GPI C-terminal que le permite asociarse a balsas lipídicas. 
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5. ALTERACIÓN DE LA DINÁMICA DE VE-CADHERINA 
DURANTE LA INFECCIÓN DEL ENDOTELIO 
VASCULAR POR NEISSERIA MENINGITIDIS 
Neisseria meningitidis, también conocido como meningococo, es una bacteria Gram-negativa, 
comensal de la nasofaringe humana y, como tal, una bacteria saprófita normal que se 
transmite de individuo a individuo. Neisseria meningitidis puede por tanto diseminarse en una 
comunidad por contacto directo. En una pequeña proporción de sujetos portadores, la 
bacteria puede pasar al torrente circulatorio, atravesando la barrera hematoencefálica, 
invadiendo las meninges y causando lesiones vasculares periféricas. En infecciones leves, la 
bacteremia meningocóccica se suele asociar con lesiones trombóticas en micro-vasos y con 
pequeños edemas responsables de lesiones purpúricas en la piel. En infecciones más 
severas, esta invasión bacteriana puede ocasionar purpura fulminans, la cual se caracteriza por 
una trombosis extensa, la presencia de lesiones purpúricas necróticas y aumento masivo de 
permeabilidad vascular endotelial (Coureuil et al., 2014). 
Se han identificado dos receptores que, de manera cooperativa, son necesarios para que se 
dé la interacción entre las células endoteliales y Neisseria meningitidis. El primer evento 
(adhesión) radica en la unión de los Pili te tipo IV (del inglés, type four pili, Tfp) a una 
proteína transmembrana, CD147 (también conocida como EMMPRIN o basigina), el cual 
es un miembro de la familia de las inmunoglobulinas (Bernard et al., 2014; Iacono et al., 
2007). El segundo evento (señalización) estriba en la interacción de las Tfp con el receptor 
β2-adrenérgico (Coureuil et al., 2010). Ambos receptores quedan confinados en las zonas 
de contacto entre las células endoteliales y el meningococo. 
En un contexto fisiológico, el receptor β2-adrenérgico responde a catecolaminas 
circulantes, controlando la homeostasis vascular y señaliza a través de proteínas G 
heterotriméricas y β-arrestinas, las cuales son proteínas de andamiaje implicadas en 
múltiples procesos celulares como la des-sensibilización de receptores, internalización y 
señalización (DeWire et al., 2007). Sin embargo, las pilinas PilE y PilV del complejo Tfp 
activan el receptor β2-adrenérgico de una manera diferente a como lo hacen sus ligandos 
naturales. En efecto, sólo se activa la vía dependiente de β-arrestina y no la clásica vía de 
activación de la adenilil-ciclasa. Este fenómeno se conoce como activación sesgada 
(Coureuil et al., 2010; Drake et al., 2008). En consecuencia, el receptor β2-adrenérgico no 
es internalizado, si no que permanece secuestrado en superficie por la bacteria y activa de 
manera continua las vías de señalización durante períodos más largos que los habituales. 
Esta activación sostenida de la vía β2-AR/β-arrestina induce la acumulación varios tipos de 
moléculas bajo las colonias bacterianas en una estructuras denominadas placas corticales 
(Doulet et al., 2006; Coureuil et al., 2009). Por un lado, se produce un incremento de la 
polimerización de actina mediado por Rho GTPasas y el complejo  Cortactina-Arp2/3 y la 
tirosina quinasa Src. Este fenómeno permitiría la formación de protrusiones entre las cuales 
las colonias bacterianas podrían guarecerse de las fuerzas ejercidas por la corriente del 
torrente sanguíneo (Coureuil et al., 2009). Por otro, se produce una deslocalización del 
complejo de polaridad PAR3/6 hacia los sitios de contacto entre Neisseria meningitidis y las 
células endoteliales, lo cual provoca un confinamiento de receptores que participan en la 
  
56  INTRODUCCIÓN 
transmigración leucocitaria como CD44 o ICAM-1 (Doulet et al., 2006) y de proteínas de 
uniones intercelulares como VE-cadherina, p120-catenina y claudina (Coureuil et al., 2009) 
en unas estructuras que rodean las colonias y recuerdan la forma de un “panal de abeja”. 
Así, la adhesión leucocitaria es inhibida y las uniones intercelulares se vuelven más laxas, 
abriéndose una ruta paracelular que podrán seguir las bacterias para invadir los tejidos 
subyacentes (Coureuil et al., 2014). 
Además de los eventos de señalización provocados de manera específica por Neisseria 
meningitidis, esta bacteria también puede inducir la síntesis y liberación al medio de una 
amplio abanico de citoquinas proinflamatorias por parte de las células infectadas, 
fenómeno conocido como “tormenta de citoquinas” (Chong y Sriskandan, 2011). Se ha 
descrito que, a través de las vías de señalización de los receptores de tipo Toll (TLR-2 y 
TLR-4), las células infectadas por Neisseria pueden inducir la vía de NF-κβ (Dietrich et al., 
2011) y por tanto la expresión de TNF, IL-6 e IL-8, entre otras citoquinas (Zughaier, 2011). 
Este hecho sugiere que los mecanismos de regulación de la permeabilidad endotelial 
mediados por TNF y demás citoquinas proinflamatorias podrían también desempeñar un 
papel importante en el contexto de la infección bacteriana. 
 
Ilustración 8. Esquema de la señalización intracelular inducida por la interacción entre Neisseria 
meningitidis y las células endoteliales. Neisseria meningitidis es capaz de unirse mediante sus pili al receptor 
CD147 presente en la superficie de las células endoteliales. Posteriormente, se produce el reclutamiento del 
receptor β-2-Adrenérgico (β2-AR) bajo los puntos de contacto bacterianos, el cual recluta a su vez a la β-
arrestina, fosforilándose secuencialmente Src y Cortactina y formándose en consecuencia protrusiones de 
membrana bajo las colonias bacterianas mediante la polimerización de actina. Además, los complejos de 
polaridad formados por PAR3/6, PKCζ y Cdc42 quedan confinados también bajo las colonias bacterianas, 
produciéndose una redirección y “secuestro” de proteínas de uniones intercelulares dispersadas e 
internalizadas en respuesta a respuesta inflamatoria desencadenada por la infección. Así, las uniones 
intercelulares endoteliales se debilitan, la función de barrera queda comprometida y las bacterias pueden 





















El TNF es una citoquina proinflamatoria que induce un aumento de la permeabilidad 
endotelial. Esta modulación de la función de barrera puede estribar en mecanismos tanto 
dependientes como independientes de la reorganización de las uniones intercelulares. En 
este sentido, a lo largo de este trabajo, nos proponemos: 
 
1- Estudiar el papel de las GTPasas RhoB y Rac1 en la recuperación de la función de 
barrera independiente de las uniones intercelulares en células microvasculares 
humanas en un contexto inflamatorio inducido por la citoquina TNF. 
 
2- Caracterizar el efecto de TNF sobre las uniones intercelulares endoteliales, 
centrándonos en la regulación de la degradación y la síntesis de VE-cadherina. 
 
3- Identificar nuevas proteínas implicadas en la regulación de la dinámica de VE-
cadherina en respuesta a TNF en células endoteliales humanas. 
 
4- Investigar la posible implicación de alguna de dichas proteínas en la alteración de la 
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1. MATERIALES    
1.1. Anticuerpos 
1.1.1. Anticuerpos primarios 
Los anticuerpos primarios empleados en inmunodetección (WB) y en inmunofluorescencia 
(IF) quedan consignados en la tabla 1: 
 
Tabla 1. Anticuerpos primarios 





α-catenina Anti- α-catenina conejo 
ABCAM 
EP1793Y 1:1000 - 
-catenina Anti--catenina conejo Sigma c2206 1:1000 1:500 



















heavy chain ratón 
Sigma-Aldrich 
C1860 1:1000 - 
















FLAG Anti-FLAG conejo Sigma-Aldrich F3165 - 1:500 
GAPDH Anti-GAPDH ratón 
ABCAM 
Ab-8245 1:5000 - 
Hemaglutinina 
(HA) Anti-HA rata 
ROCHE 
11867423001 - 1:500 







JNK Anti-JNK conejo Cell Signaling 9252 1:1000 - 
pJNK Anti-pJNK conejo Cell Signaling 9251 1:1000 - 
myc 9E10 ratón ROCHE  11667203001 - 1:500 
N-cadherina Anti-N-cadherina ratón 
Sigma-Aldrich 
C3865 1:1000 1:500 
Plakoglobina Anti-Plakoglobina ratón 
Thermo-Fischer 
(PG-11E4) 1:1000 - 





















RhoC Anti-RhoC (D40E4) conejo 
Cell Signaling 
12/2013 1:1000 - 
RhoC Anti-RhoA (119) conejo Sc-179 1:100 - 





















Sciences (BV6) - 1:50 
VE-cadherina Anti-cadherina-5 conejo Cell Signaling 1:1000 1:500 
 
1.1.2. Anticuerpos secundarios 
 
En la siguiente tabla quedan listados los anticuerpos secundarios utilizados en inmunoblot 







Tabla 2. Anticuerpos secundarios 






















Alexa 488 burro 
ThermoFischer  
A-21206 - 1:500 
Anti-IgGs rata 
Alexa 488 burro 
ThermoFischer  
A-21208 - 1:500 
Anti-IgGs ratón 
Alexa 488 burro 
ThermoFischer 
A-21202 - 1:500 
Anti-IgG1 ratón 
Alexa 488 cabra 
ThermoFischer 
A-21121 - 1:500 
Anti-IgGs conejo 
Alexa 555 burro 
ThermoFischer 
A-31572 - 1:500 
Anti-IgGs rata 
Alexa 555 cabra 
ThermoFischer 
A-21434 - 1:500 
Anti-IgGs ratón 
Alexa 555 burro 
ThermoFischer 
A-31570 - 1:500 
Anti-IgG2a ratón 
Alexa 555 cabra 
ThermoFischer 
A-21137 - 1:500 
Anti-IgGs conejo 
Alexa 647 burro 
ThermoFischer 
A-31573 - 1:200 
Anti-IgGs rata 
Alexa 647 burro 
ThermoFischer 
A-21247  - 1:200 
Anti-IgGs ratón 
Alexa 647 burro 
ThermoFischer 
A-31571 - 1:200 
 
1.2. Reactivos 
Los reactivos empleados a lo largo de esta tesis doctoral quedan resumidos en la siguiente 
tabla: 
Tabla 3. Reactivos 
Reactivo Referencia Casa comercial 
Biotina B4501 Sigma-Aldrich 
BrefeldinaA 20350-15-6 Sigma-Aldrich 
Cloroquina fosfato C6628 Sigma-Aldrich 
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Cloruro de amonio A9434 Sigma-Aldrich 
DAPI 10236276001 ROCHE Sigma-Aldrich 
EZ-Link Sulfo-NHS-
Biotin 
21217 Thermo Scientific 
Faloidina-Alexa647 A-22287 Invitrogen 
Faloidina-TRITC P-1951 Sigma 
Fibronectina humana 86088-83-7 Sigma-Aldrich 
Glutatione Sepharose 4B 17-0756-01 GE Healthcare 
IgG de suero de ratón I5381 Sigma-Aldrich 
Interleuquina-1 201-LB R&D Systems 
Lactacystin Sc-3575 Santa Cruz Biotechnology 
MG132 M8699 Sigma-Aldrich 
Neutravidin-agarose 29200 Thermo-Scientific 
Oligofectamin 2000 12252-011 Invitrogen 
PEI 23966 Polysciences, Inc 
TNF 210-TA/CF R&D Systems 




Los plásmidos utilizados a lo largo de esta tesis son los siguientes. Además, se indica el 
marcador que coexpresan asociado a la proteína de interés: 
 
Tabla 4. Plásmidos 
Plásmido Expresión Epítopo Procedencia 
BST-2-
HAΔGPI 
BST-2ΔGPI HA Dr. Paul Bieniasz (Howard 
Hughes Medical Institute, 






(ver Fig. 38 para 
detalle de las 
mutaciones)  
BST-2 FLAG Dra. Clarisse Berlioz-Torrent 
(Institut Cochin, INSERM, París)
GFP GFP - Clontech 
GFP-Rab4 Rab4 GFP Dra. R. Puertollano (National 
Institute of Health, Bethesda) 
GFP-Rab5 Rab5 GFP Dra. R. Puertollano (National 
Institute of Health, Bethesda) 
GFP-Rab7 Rab7 GFP Dra. R. Puertollano (National 
Institute of Health, Bethesda) 
GFP-Rab11 Rab11 GFP Dra. R. Puertollano (National 
Institute of Health, Bethesda) 
GFP-RhoB RhoB GFP Dra. Dolores Pérez Sala (Centro 
de Investigaciones Biológicas, 
Madrid) 
HA-RhoB V14 RhoB 
constitutivamente 
activo 
HA Dra. Dolores Pérez Sala (Centro 
de Investigaciones Biológicas, 
Madrid) 





RhoB HA UMR cDNA Resource Center 
University of Missouri-Rolla, 1870 
Miner Circle Rolla, MO 65409 
RhoB-BirA-HA RhoB BirA-HA Construcción propia 
 
1.4. Oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos empleados en los experimentos de PCR cuantitativa fueron 
sintetizados por Sigma-Aldrich y los oligonucleótidos para los experimentos de 
interferencia (ARN de interferencia o siARN) fueron obtenidos de la colección prediseñada 
siGenome de Dharmacon (Chicago, IL) o diseñados por el servicio de Genómica del 
CBMSO y obtenidos mediante la herramienta Custom siRNA de Dharmacon. Sus 





Tabla 5. Oligonucleótidos 
Nombre Secuencia 5´-3´
Primers Screening Rho GTPasas 
Primers Cdc42 Izquierdo: TGGATACAAAACTATTTCAGCAATGC 
Derecho: GTAGGATATCAGGAGACATGTTTTACC 
Primers Rac1 Izquierdo: ACACTTGCTCTCCTATGTAGTTCTC 
Derecho: TCACTCCATTACAGTACAATGTTATGTC 
Primers Rac2 Izquierdo: GCAAGACCTGCCTTCTCATCA 
Derecho: GCTGTCCACCATCACATTGG 
Primers Rac3 Izquierdo: GTACATCCCCACCGTTTTTG 
Derecho: GGCTCACCAGAGAGAAGCAG 
Primers RhoA Izquierdo: CAACTATGATTATTAACGATGTCCAACC 
Derecho: TGGTGTGTCAGGTGGGAGTG 
Primers RhoB Izquierdo: CCCACCGTCTTCGAGAACTA 
Derecho: CACCGAGAAGCACATGAGAA 
Primers RhoC Izquierdo: ACCTGCCTCCTCATCGTCTTC 
Derecho: CACCTGCTTGCCGTCCAC 
Primers RhoD Izquierdo: GTGAATCATTTCTGCAAGAAGG 
Derecho: GCTTGTTCACCAGTGATTTG 
Primers RhoF Izquierdo: GTCTATCTGGTAGTGGGTAAAC 
Derecho: AGGATACAGTGGTGCCTATC 
Primers RhoG Izquierdo: TGGGAACACTGGGTATTCTCATG 
Derecho: CACCACAATAGGCAGCAACAAC 














Primers RhoBTB1 Izquierdo: GCAAGCAGTATTGGATTATCTC 
Derecho: TGGTCAACTCCTGAACGG 
Primers RhoBTB2 Izquierdo: GAGGGACCCCTGACATTTCAC 
Derecho: CATTAAACGGGACACCACTACATG 
Primers Rnd1 Izquierdo: CTATCCAGAGACCTATGTGCC 
Derecho: CGGACATTATCGTAGTAGGGAG 
























Primers β-actina Izquierdo: CAGGCACCAGGGCGTG 
Derecho: GTGAGGATGCCTCTCTTGCTCT 
 
Primers Screening proteínas inducidas por TNF 
Primers EHD1-01 Izquierdo: GTTTGGCAACGCTTTCCTC 
Derecho: TCGATGATGCTGATGCTGTC 
Primers EHD1-02 Izquierdo: CAGGAAGCTCAATGACCTGAT 
Derecho: AAGACATTGGGCATCTCTTTCT 
Primers RPTPκ-01 Izquierdo: CCAATTTTGCTCAACTTATTGTGA 
Derecho: TGTAGGCCCAACACCAAGA 
Primers RPTPκ-02 Izquierdo: TTTGCTCAACTTATTGTGAGAGAAC 
Derecho: AATATGTAGGCCCAACACCAA 
Primers Robo-1 Izquierdo: TTACCAGAGAGGAGGCGAAG 
Derecho: GGCAGGTTCACTGATGTTGAG 
Primers Jagged-1 Izquierdo: GAATGGCAACAAAACTTGCAT 
Derecho: AGCCTTGTCGGCAAATAGC 
Primers ICAM-1 Izquierdo: CCTTCCTCACCGTGTACTGG 
Derecho: AGCGTAGGGTAAGGTTCTTGC 
Primers BST-2-01 Izquierdo: CCACCTGCAACCACACTG 
Derecho: CCTGAAGCTTATGGTTTAATGTAGTG 
Primers BST-2-02 Izquierdo: GGAGCTTGAGGGAGAGATCA 
Derecho: TTCTTGTCCGCGATTCTCA 












1.4.2. ARN de interferencia  
Tabla 6. ARN de interferencia 
Nombre Secuencia 5´-3´
D-001210-01 
(siControl 1) AUGUAUUGGCCUGUAUUAGUU 
D-001810-01 














































2.1. Cultivos primarios, líneas celulares, medios y condiciones de 
cultivo 
 
Cultivos primarios humanos: 
HUVEC (células endoteliales primarias humanas de vena de cordón umbilical) 
HDMVEC (células endoteliales primarias humanas microvasculares dermales) 
Líneas celulares humanas: 
EA.hy.926 (línea endotelial inmortalizada derivada de HUVEC) 
HBMEC (línea endotelial inmortalizada derivada en endotelio de médula ósea) 
HCMEC/D3 (línea endotelial inmortalizada derivada de barrera hematoencefálica) 
HEK293 (línea derivada de riñón de embrión) 
Cepas bacterianas: 
Neisseria meningitidis 2C43 
Las HUVEC se obtuvieron a través de la casa comercial Lonza (CC-2519, pool de cinco 
donantes) o bien se extrajeron directamente a partir de cordones umbilicales frescos 
generosamente donados por el Dr. Santiago Lamas (CBMSO, Madrid), provenientes de la 
clínica Ruber Internacional de Madrid. Éstas se cultivaron en medio EBM-2 (Lonza, CC-
3156, Walkersville, MD) suplementado con suero fetal bovino (2%) y demás factores de 
crecimiento celular endotelial EGM-2 (Lonza, CC-3162). Los recipientes empleados para la 
adhesión de dichas células fueron flasks (Nuncon) y placas (BD) previamente recubiertos 
durante al menos 30 min con una solución de fibronectina humana a una concentración de 
10 µg/ml. Salvo indicación contraria, las HUVEC fueron privadas de los factores de 
crecimiento específicos durante al menos 1 h antes de empezar los diferentes tratamientos 
experimentales en medio EBM-2 suplementado al 1% con suero fetal bovino. 
Las células HDMVEC se obtuvieron por medio de la casa Tebu-bio (100 05a),  
adquiriéndose el medio de cultivo en la misma casa (Medio CADMEC, 112K-500). Dichas 
células fueron mantenidas a lo largo de los pases y durante los experimentos en placas 
recubiertas previamente durante al menos 30 min con una solución de Fibronectina a una 
concentración de 10 µg/ml. 
La línea celular HCMEC/D3 fue una donación de P.O. Couraud (Institut Cochin, París, 
Francia). Dicha línea se mantuvo en medio EndoGro-MV (Chemicon, Merck Millipore). 
Las líneas celulares EA.hy926 (generosa donación del Dr. C.S.J. Edgell, Universidad de 
Carolina del Norte, NC), HBMEC (generosa donación del Dr. B. Weksler, Cornell 
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University, Ithaca, NY) y HEK293T (generosa donación de Isabel Correas)  fueron 
mantenidas en medio DMEM suplementado con glutamina (1%) y suero fetal bovino (5%). 
En los casos en que las células fueron sujetas a transfecciones o a infecciones bacterianas, 
ningún antibiótico fue añadido al medio. En los demás casos, se añadieron los siguientes 
antibióticos: HUVEC (50 µg/ml  gentamicina sulfato), EA.hy926, HEK293T y HBMEC 
50 U/ml de penicilina y estreptomicina). 
 
2.2. Clonajes, transfección de ADN y de ARN de interferencia 
Los clonajes en los vectores de expresión se realizaron mediante los métodos clásicos de 
amplificación por PCR, corte mediante enzimas de restricción, ligación, selección y 
posterior secuenciación. Para la generación de la construcción RhoB-BirA-HA, se llevó a 
cabo la sustitución de la secuencia codificante para GFP en el plásmido pEGFP-C1 por la 
secuencia codificante para BirA-HA. Posteriormente, la secuencia codificante para RhoB 
fue amplificada a partir de una construcción RhoB 3XHA-tagged e insertada en el sitio de 
clonaje múltiple entre las dianas de restricción de BglII y BamH1. Los oligonucleótidos 
empleados para la generación de dicha construcción quedan repertoriados en la tabla 5.  
La transfección transitoria de los vectores de expresión se realizó en células endoteliales 
sembradas el día anterior a una confluencia de 80 %.  Para ello, se crearon liposomas de 
ADN (1-5 µg de ADN plasmídico por cada millón de células) y Polietilenimida (PEI a 1 
µg/µl, añadiendo el doble de masa de PEI que de ADN). 
Los oligonucleótidos sintéticos de interferencia (siARN) fueron transfectados en las células 
endoteliales mediante el reactivo Oligofectamine (Invitrogen). Para ello, las células fueron 
sembradas en subconfluencia (75%) el día anterior en medio EBM-2 sin antibióticos. La 
transfección de las mismas fue realizada al día siguiente mediante la mezcla de 
OptiMEM+GlutaMAX (Gibco, Life Technologies, 51985-026, NY) con un volumen de 8 
µl de Oligofectamin con siARN a una concentración de 100 nM. Posteriormente, se 
realizaron las siembras y estímulos correspondientes a cada experimento. Las células fueron 
procesadas 72 h después de la transfección, tiempo que corresponde a una mayor depleción 
de la proteína de interés. 
 
2.3. Obtención de extractos proteicos 
Los cultivos celulares fueron lisados al final de cada experimento con el fin de obtener los 
extractos proteicos totales correspondientes a cada condición de interés. El tampón de lisis 
empleado fue Laëmmli 1x (Sigma), al cual se le añadieron los siguientes inhibidores de 
fosfatasas: 10 mM Fluoruro sódico, 0,3 µg/ml Caliculina A, 1 mM Ortovanadato sódico, 
10 mM β-Glicerol-fosfato; e inhibidores de proteasas: 1mM PMSF,  10 µg/ml de 
Leupeptina, Aprotinina y Pepstatina. Posteriormente, estos extractos fueron hervidos a 




2.4. Electroforesis de extractos proteicos (SDS-PAGE), transferencia e 
inmunodetección (Western blot). 
Los extractos proteicos obtenidos tras la lisis celular con Laëmmli se analizaron mediante 
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia del detergente desnaturalizante 
Dodecil-sulfato sódico (SDS) en condiciones reductoras gracias al sistema de electroforesis 
Mini-PROTEAN II (Bio-Rad). Los marcadores de peso molecular empleados consistieron 
en una mezcla de proteínas de pesos moleculares conocidos, comprendidos entre 10 y 250 
kDa (Dual Color, BioRad). Los geles se corrieron en tampón de electroforesis (25 mM 
Tris, 130 mM glicina y SDS 0,1%) a amperaje constante (30 mA/gel) hasta que el frente de 
avance llegó al borde de los mismos.  
Posteriormente, las proteínas separadas por la metodología descrita en el párrafo anterior 
fueron transferidas desde el gel a una membrana de PVDF (Immobilon, Millipore) en una 
solución de Tris-Glicina pH 8,6 y MeOH 20% mediante el sistema Mini Trans Blot (Bio-
Rad). Las transferencias se llevaron a cabo durante 1 h a voltaje constante (100 V). Las 
membranas se bloquearon con BSA al 5% en TBS (Tris 25 mM pH 7.4, NaCl 150 mM) 
con detergente Tween-20 al 0,05% durante 1 h. Después, dichas membranas fueron 
incubadas con los anticuerpos primarios correspondientes durante toda la noche a 4ºC y 
después se lavaron 3 veces durante 10 min con TBS-Tween al 0,05%. Con el fin de detectar 
los complejos antígeno-anticuerpo formados sobre las membranas, se volvieron a incubar 
con anticuerpos secundarios acoplados a la enzima peroxidasa (Horseradish Peroxidase, 
HRP) durante 30 min a temperatura ambiente. Después, se lavaron 6 veces durante 5 min 
con TBS-Tween al 0,05% y se realizó la detección de proteínas mediante una reacción de 
quimioluminiscencia. Para ello, se emplearon los reactivos ECL (Enhanced 
ChemiLuminiscence) de Amersham Pharmacia Biotech que actúan como sustrato de la 
peroxidasa de rábano. Esta reacción permite la emisión de luz que fue captada con películas 
fotográficas Kodak o mediante el sistema de captación Amersham Imager 600. 
La cuantificación de la señal originada en los experimentos de Western blot se realizó 
mediante el programa ImageJ y el posterior procesado de las intensidades de luminiscencia 
con Microsoft Excel. 
 
2.5. Ensayos de actividad de Rho-GTPasas por Pull-Down 
El protocolo empleado para la determinación de la actividad de Rho GTPasas es el descrito 
por Ren y Schwartz (Ren y Schwartz, 2000). Las construcciones codificando para la 
expresión de la proteína GST conjugada con el dominio de unión a Rac/Cdc42 de la 
quinasa PAK (GST-PDB-PAK) y para la proteína GST conjugada con el dominio de unión 
a Rho del efector Rhotekin (GST-RBD-Rtk), en ambos casos bajo el control del operón lac, 
se transformaron en bacterias E. coli BL21. Dichas proteínas recombinantes conjugadas a 
GST poseen dominios de unión de efectores específicos de Rho GTPasas activas, de tal 
modo que  GST-PBD-PAK se une específicamente a Rac1 y Cdc42 cargadas con GTP, 
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mientras que la proteína GST-RBD-Rtk se une a las GTPasas de la subfamilia Rho 
cargadas con GTP. 
Con el fin de purificar estas proteínas de fusión, su expresión se indujo con IPTG durante 
120 min. Después, las bacterias se lisaron en tampón PBS conteniendo 1 mM DTT, 1 mM 
PMSF, 0,1% Tween-20 y 10 µg/ml de leupeptina, aprotinina y pepstatina, a 4ºC. 
Posteriormente, se solubilizó la proteína de fusión por centrifugación y se purificó por 
unión a una resina de Sepharosa con glutatión. La cantidad de proteína recombinante se 
estimó mediante la realización de una recta patrón de concentraciones conocidas de BSA. 
Así, las muestras correspondientes a la recta patrón y la proteína recombinante se corrieron 
en un gel de acrilamida que se tiñó posteriormente con azul de Coomassie. 
Para determinar la cantidad de proteína de fusión purificada, se corrió un gel de 
poliacrilamida en el que se cargaron, además, diferentes diluciones de albúmina de suero 
bovino (BSA) de concentración conocida. Así, el valor correspondiente a la proteína de 
fusión, se extrapoló a la curva de diluciones de BSA. 
Posteriormente, al final de los diferentes experimentos, las HUVEC fueron lisadas a 4ºC en 
tampón de lisis (50 mM Tris pH 7.4, 1% Triton X-100, 0,5 M NaCl, 10 mM MgCl2, 10% 
glicerol, 1 mM EDTA pH 8, 05% deoxicolato sódico, 0,1% SDS, 1 mM PMSF, 1 mM 
ortovanadato sódico y 10 µg/ml de leupeptina, aprotinina y pepstatina). Los lisados fueron 
centrifugados para separar el sobrenadante postnuclear (PNS) del resto del contenido del 
lisado.  Una décima/centésima parte de este sobrenadante se empleó para determinar la 
cantidad de proteína soluble y el volumen restante se incubó con 30-50 µg de proteínas 
recombinantes GST-PBD-PAK o GST-RBD-RTK unidas a 20 µl de resina Sepharosa con 
glutatión durante 35 min a 4ºC en noria. Posteriormente, la resina se lavó por 
centrifugación a baja velocidad a 4ºC en el propio tampón de lisis y las proteínas unidas a 
ella se eluyeron con la adición de tampón de carga Laëmmli 1x, centrifugando 5 min a 
12000 rpm y desnaturalizando las muestras 5 min a 95ºC. Finalmente, las proteínas se 
separaron por SDS-PAGE y se detectaron por Western blot con anticuerpos específicos. 
 
2.6. Ensayos de inmunoprecipitación 
Con el fin de inmunoprecipitar y co-inmunoprecipitar las proteínas de interés, se crecieron 
células endoteliales en placas de 100 mm de diámetro a confluencia y se estimularon según 
las condiciones deseadas. Posteriormente, se lisaron las células en 400 µl de tampón de lisis 
(TBS 1x, 10 mM EDTA, 1% Tritón, 0,3 µg/ml Caliculina A, 1 mM PMSF, 10 µg/ml de 
Aprotinina, Leupeptina y Pepstatina, 1 mM Ortovanadato sódico, 10 mM β-Glicerol-
fosfato y 10 mM Fluoruro Sódico. Se pasaron los lisados 5 veces por una aguja de 0,6 mm 
para disgregar los agregados celulares y se centrifugaron  5 min a 12000 rpm. Del 
sobrenadante resultante, 40 µl fueron diluidos con un volumen idéntico de Laëmmli 2x 
para determinar las proteínas presentes en el extracto total y el resto fue incubado durante 2 
h en noria a 4ºC con 30 µl de Proteina A/G previamente incubada durante 3 h con los 
anticuerpos de ratón/conejo con los que queremos inmunoprecipitar las proteínas de 
interés. Estos últimos tubos fueron centrifugados 1 min a 800 rpm y lavados 5 veces en 
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buffer de lisis antes de añadir 30 µl de Laëmmli 2x, para luego hervirlos 5 min a 95ºC y 
cargarlos en geles de poliacrilamida para revelar las proteínas de interés por western blot 
con anticuerpos específicos. 
 
2.7. Ensayos de biotinilación de proteínas de superficie celular 
Con el fin de marcar las proteínas presentes en la superficie de las monocapas endoteliales, 
se llevaron a cabo experimentos de biotinilación mediante Sulfo-NHS Biotin (Thermo 
Fischer Scientific). Esta molécula es capaz de unirse covalentemente a los aminoácidos 
lisina accesibles en las proteínas celulares, y no puede atravesar las membranas celulares. 
Cuando las células se incuban en frío con este derivado de biotina para detener el tráfico de 
membrana, se biotinilan sólo las proteínas de superficie. Para ello, HUVEC fueron crecidas 
hasta confluencia en placas de 60 mm de diámetro y estimuladas según las condiciones de 
cada experimento. Se lavaron 2 veces con PBS Completo a 4ºC y se incubaron con una 
dilución de biotina 1:2000 v/v en PBS completo a 4ºC durante 30 min. Después, se 
volvieron a lavar una vez con PBS completo a 4ºC y se bloquearon con DMEM 10 % FBS 
durante 15 min a 4ºC. Se volvieron a lavar una vez con PBS completo frío y se lisaron en 
400 µl de tampón de lisis (TBS 1x, 10 mM EDTA, 1% Tritón, 0,3 µg/ml Caliculina A, 1 
mM PMSF, 10 µg/ml Aprotinina, Leupeptina y Pepstatina, 1 mM Ortovanadato sódico, 10 
mM β-Glicerol-fosfato y 10 mM Fluoruro Sódico con la ayuda de raspadores, 
conservándose el lisado obtenido como extracto total. Dicho extracto se disgregó 
pasándolo 5 veces por una aguja de 0,6 mm de diámetro y se centrifugó 5 min a 14000 
rpm. Parte del sobrenadante obtenido (40 µl) se diluyó en el mismo volumen de Laëmmli 
2x y el resto fue transferido a un tubo con 20 µl de Sepharosa para realizar un pre-aclarado 
durante 1 h a 4ºC en noria. Posteriormente, el lisado pre-aclarado fue centrifugado y re-
incubado con 20 µl de Neutravidina-agarosa durante 2 h en noria a 4ºC. Tras ello, se lavó 3 
veces con Buffer de lisis, se le añadió el mismo volumen de Laëmmli 2x que de resina, se 
hirvió 5 min a 95ºC y se cargó en un gel de poliacrilamida para después detectar las 
proteínas de interés por Western blot con anticuerpos específicos. 
 
2.8. Ensayos de biotinilación dependiente de proximidad (BioID) 
Con el fin de caracterizar la asociación transitoria entre RhoB y Rac1, se siguió el protocolo 
descrito por Roux en 2012 (Roux et al., 2012). Para ello, se generaron dos vectores de 
expresión codificando para BirA-RhoB y GFP-Rac1 y se transfectaron en HEK293 con 
PEI 48 h antes del ensayo de BioID. Las células se incubaron con biotina 50 µM durante 
24 h, se lisaron y se sometieron a ensayos de Pull-Down para proteínas biotiniladas con 
Neutravidina-agarosa. Alternativamente, las células fueron lisadas en un tampón Tris-HCl 
25 nM, pH 7.4, Tritón 1 %, 150 mM NaCl y EDTA 2 mM con inhibidores de proteasas 
durante una h a 4ºC. Después de pre-aclarar el sobrenadante postnuclear durante 1 h con 
una inmunoglobulina control conjugada a la proteína G-Sepharosa, GFP-Rac1 fue 
inmunoprecipitada con un anticuerpo específico anti-GFP conjugado a la proteína G-
Sepharosa durante 12 h. En paralelo, un control de inmunoprecipitación con una 
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inmunoglobulina del mismo isotipo fue realizada. Después de varios lavados con tampón 
de lisis, los inmunoprecipitados fueron analizados por western blot con anticuerpo anti-
Rac1 y con estreptavidina-peroxidasa. 
 
Ilustración 9: Doble aproximación para la identificación de la interacción entre RhoB y Rac1. Primero, se 
indujo la biotinilación de los interactores de RhoB mediante la transfección de una construcción RhoB-BirA 
en células HEK293. Después, se monitorizó el grado de biotinilación de Rac1 de dos maneras diferentes. Por 
un lado, se inmunoprecipitó Rac1 y se reveló su grado de biotinilación con estreptavidina-peroxidasa. Por 
otro, se realizó un pull-down con neutravidina-agarosa y se revelaron las proteínas biotiniladas con un 
anticuerpo anti-Rac1 para ver si la proteína aparecía en mayor medida por haberse incrementado su grado de 
biotinilación. 
 
2.9. Inmunofluorescencia y microscopía confocal 
Con el fin de observar la localización de las proteínas de interés en las células endoteliales, 
estas últimas fueron crecidas sobre cubreobjetos de vidrio en placas de pocillos de fondo 
plano (Costar Corp., Cambridge, MA), estimuladas según los requerimientos de cada 
experimento y fijadas a los tiempos adecuados con una solución de formalina 
(Formaldehido al 37 %; Sigma-Aldrich) al 10 % (v/v) en PBS durante 20 min a 
temperatura ambiente. El exceso de formaldehído se bloqueó incubando 5 min con una 
solución de TBS-Glicina 10 mM. 
Posteriormente, las células fijadas se permeabilizaron con Tritón X-100 al 0,2 % (v/v) en 
TBS a 4ºC y se bloquearon con una solución de BSA al 3% en TBS durante 20 min a 
temperatura ambiente. A continuación, los cubreobjetos se incubaron 30 min a 37ºC con 
los anticuerpos primarios y secundarios (acoplados a fluoróforos, al igual que la faloidina) 
correspondientes a las diluciones adecuadas en solución de bloqueo  de manera secuencial. 
Lavados con TBS fueron intercalados entre cada incubación. Finalmente, se prepararon las 
muestras mediante el empleo de medio de montaje Fluoromount (Southern Biotechnology 
Associates Inc., Birmingham, AL). 
Las preparaciones se analizaron en microscopio confocal LSM510 acoplado a un 
microscopio invertido  de Zeiss modelo Axiovert 200 M. Las imágenes obtenidas se 
trataron con los programas LSM 5 Image Browser, Adobe Illustrator 10 e ImageJ. 
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Para la cuantificación de la intensidad de fluorescencia, se empleó el programa ImageJ: 
- La determinación de huecos intercelulares (Intercellular gaps) se realizó mediante las 
herramientas Threshold (la cual permite discriminar entre distintas intensidades de 
señal, por lo que podemos seleccionar únicamente las zonas carentes de células 
según la tinción de F-actina) y analyze particles (la cual permite cuantificar las áreas 
seleccionadas). 
- Por otro lado, la determinación de intensidad de fluorescencia a nivel de las uniones 
interendoteliales se realizó cuantificando la intensidad de fluorescencia del 
marcador elegido (VE-cadherina total, o VE-cadherina de superficie) en la totalidad 
de la célula, la intensidad de la fluorescencia de VE-cadherina en el citoplasma, 
restando el segundo valor al anterior y dividiendo el valor obtenido por el área 
correspondiente. Así, se obtiene un cociente de intensidad de VE-cadherina en 
membrana/área que podrá ser comparado en las diferentes condiciones estudiadas. 
 
2.10. Ensayos de marcaje de VE-cadherina en superficie celular. 
Para marcar únicamente la población de VE-cadherina de superficie in vivo y poder 
visualizarla después por inmunofluorescencia, se empleó el anticuerpo anti-VE-Cadherin 
BV6. Las células, sembradas sobre cubreobjetos, se incubaron en los tiempos de interés de 
cada experimento a 4ºC durante 1 h con una dilución 1:50 de dicho anticuerpo en medio 
completo de HUVEC 3% BSA, HEPES 10 mM. Posteriormente, se realizaron 3 lavados 
con este mismo medio y se fijaron las células con PFA al 4%  para ser procesadas por 
inmunofluorescencia. 
 
2.11. Videomicroscopía confocal 
Con el objetivo de visualizar el tráfico intracelular de la proteína Rac1, se transfectaron 
HUVEC previamente sembradas en placas de fondo de vidrio  con una construcción Rac1-
cherry durante 24 h, se estimularon TNF durante 7 h y con Trombina durante 2 h. El 
periodo de estimulación y recuperación correspondiente a la adición de Trombina fue 
monitorizado secuencialmente a intervalos de 5 min con un microscopio de barrido láser 
confocal y multifotón LSM710 y LSM510 acoplados a un microscopio invertido 
AxioObserver y uno vertical AxioImager M1 (Zeiss), respectivamente. 
 
2.12. Microscopía de superresolución 
Con el fin de obtener imágenes de mayor resolución que las de microscopía confocal, se 
recurrió a la microscopía de emisión y depleción estimulada (STED). Se empleó un 
microscopio TCS SP5 II STED de Leica (Leica, Alemania), usando el láser STED para 
modificar la fluorescencia emitida por los fluoróforos correspondientes a las longitudes de 
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onda de 488 y 555 nm. La excitación se llevó a cabo con un láser se diodo pulsado y la des-
excitación con un láser MaiTai fs sintonizable. 
 
2.13. Inmunohistoquímica 
El análisis inmunohistoquímico de muestras de tejidos humanos se llevó a cabo en 
colaboración con el Hospital Universitario de Salamanca. El comité de ética del hospital 
aprobó los análisis. Además de las biopsias correspondientes a las enfermedades que se 
indican, los controles provienen de donantes sanos o de tejido de hígado o intestino no 
afectado y retirado de pacientes con carcinoma. 
Se emplearon secciones de tejido de 4 mm de grosor fijadas con formalina y embebidas en 
parafina. Éstas fueron desparafinadas en xileno y rehidratadas en una batería de soluciones 
de alcohol de porcentaje decreciente. Después de inhibir la peroxidasa endógena (H2O2 al 3 
% v/v durante 10 min y desenmascarar los epítopos (hirviendo con tampón citrato 10 mM, 
pH 6 durante 15 min), se bloquearon las muestras con suero (de la misma especie animal 
que la del anticuerpo secundario) al 2.5 % en PBS 1x durante 30 min. Posteriormente, se 
incubaron las muestras con el anticuerpo primario correspondiente durante 1 h a 
temperatura ambiente en una cámara húmeda, para luego lavarlas con PBS e incubarlas con 
el anticuerpo biotinilado correspondiente durante 30 min. Tras volver a lavar, se incubó el 
complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa (VECTASTAIN ABC Reagent, Vector 
Laboratories) durante otros 30 min y por último, las proteínas marcadas se visualizaron 
utilizando DAB (Dako). La contratinción se realizó con hematoxilina de Mayer. En cada 
experimento se realizó un control negativo para comprobar la especificidad de los 
anticuerpos, incubando las muestras con anticuerpo secundario únicamente. En dicho caso, 
no se detectó ninguna tinción. La inmunohistoquímica también se realizó en un sistema 
completamente automatizado (Bond III, Leica). 
 
2.14. Ensayos de medición de resistencia transendotelial 
La resistencia transendotelial (TEER) de monocapas endoteliales fue monitorizada 
mediante un sistema sensitivo de impedancia eléctrica célula-sustrato (ECIS 1600R, 
Applied Biophysics, Troy, NY). Este sistema permite medir cambios en los valores de 
permeabilidad endotelial en tiempo real. Las células endoteliales se siembran en pocillos 
cuyo fondo está recubierto por electrodos de oro. El dispositivo emite una corriente 
eléctrica a través de éstos, la cual encuentra una determinada resistencia para atravesar la 
monocapa de células. A mayor resistencia, menor permeabilidad de la monocapa, y 
viceversa. 
Para realizar estos experimentos,  las células endoteliales previamente transfectadas con los 
siARN correspondientes fueron sembradas en confluencia a una densidad de 200.000 
células/cm2 sobre placas de ECIS de 8 pocillos y 10 electrodos por pocillo (8WE10 arrays; 
IBIDI, Martinsried, Germany) previamente recubiertas con una solución de Cisteína 10 
mM en agua estéril durante 30 min y posteriormente recubiertas con una solución de 200 
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µg/ml de fibronectina diluida en agua destilada estéril durante un mínimo de 2 h. Tras 48 h, 
el medio de cultivo de las células fue reemplazado por medio sin factores de crecimiento al 
1 % de suero y las placas conectadas al dispositivo. Una vez la curva de permeabilidad 
estabilizada, las células fueron tratadas con los diferentes estímulos a los tiempos adecuados 
(TNF, trombina, depleción de calcio por adición de PBS…). La permeabilidad fue 
monitorizada, como mínimo, hasta que los controles recuperaron valores de resistencia 
similares a los iniciales. 
Todos los datos fueron normalizados antes de proceder a las cuantificaciones. El 
porcentaje de disminución y recuperación de la TEER se calculó respecto a los valores 
máximos de permeabilidad, teniendo en cuenta que el valor de un pocillo carente de células 
corresponde a 300 ohm. 
 
2.15. Ensayo de depleción de calcio (Calcium Switch) 
Con el objetivo de provocar una internalización masiva de VE-cadherina, realizamos 
ensayos de depleción de calcio. Éstos consistieron en el reemplazo del medio de cultivo por 
PBS 1x durante un periodo de 15 min. La ausencia de dicho catión debilita la interacción 
homofílica entre cadherinas, lo cual provoca un desensamblaje de los complejos de uniones 
adherentes.  
 
Ilustración 10: Experimento de depleción de calcio por adición de PBS (Calcium Switch). HUVEC fueron 
sembradas a confluencia y estimuladas según las condiciones deseadas.  El medio de cultivo pobre en factores 
de crecimiento fue reemplazado por PBS durante 15 min (depleción de calcio), el cual fue reemplazado de 
nuevo por medio de cultivo pobre en factores de crecimiento. A la derecha, se representa esquemáticamente 
la posible localización de VE-cadherina en la célula durante las diferentes etapas del proceso. 
 
2.16. Identificación de nuevas proteínas reguladas por TNF en células 
endoteliales. 
Con el objetivo de detectar nuevas proteínas endoteliales humanas cuya expresión y/o 
localización se viera modulada por la estimulación con TNF, se crecieron HUVEC a 
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confluencia y se estimularon con TNF a 0, 4 y 24 h. Posteriormente, se biotinilaron las 
células en su superficie con Sulfo-NHS-Biotina como ya se ha descrito anteriormente, se 
lisaron y sometieron a una purificación por pull-down con estreptavidina-agarosa. Las 
proteínas cuya expresión en superficie aumentaba o disminuía en respuesta a TNF fueron 
detectadas por inmunoblot con estreptavidina-peroxidasa para posteriormente someterlas a 
un análisis proteómico mediante espectrometría de masas LC MS/MS. 
Para las proteínas cuya expresión en superficie aumentaba en respuesta a TNF, se realizó 
un ensayo de PCR cuantitativa con el fin de comprobar si dicha regulación se operaba a 
nivel transcripcional. El protocolo figura en el apartado siguiente (2.17). 
 
Ilustración 11: (A) Experimento que permite identificar proteínas cuya expresión en superficie se ve 
modulada por TNF. HUVEC fueron sembradas a confluencia, estimuladas con TNF a 0, 4 y 24 h, lisadas, 
purificadas por Pull-Down con Estreptavidina-agarosa, corridas en geles SDS-PAGE y las proteínas 
obtenidas analizadas por análisis proteómico con espectrometría de masas LC MS/MS. (B) Gel revelado con 
tinción de plata correspondiente a las proteínas biotiniladas que aparecen en mayor o menor medida según se 
estimulan las células o no con TNF. La inducción transcripcional de las proteínas identificadas fue validada 
por RT-PCR. Más adelante, se realizaron ensayos funcionales de silenciamiento de las proteínas de interés 
mediante el sistema ECIS.   
2.17. Screening RT-PCR GTPasas y proteínas reguladas por TNF. 
Con el fin de caracterizar los niveles de mRNA de diferentes GTPasas de la subfamilia 
RhoA, así como aquellas cuya expresión en superficie celular se veía incrementada en 
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respuesta a TNF, se realizaron RT-PCR en muestras de mRNA purificado con Trizol de 
cultivos de HUVEC estimuladas con TNF a 0, 4 y 24 h. 
Un microgramo de ARN de HUVEC fue sometido a transcripción reversa con el kit High-
capacity RNA-cDNA (Applied Biosystems). La RT-qPCR fue realizada a partir del cADN 
resultante en un termociclador CFX 384 (BioRad) utilizando el SsoFast EvaGreen 
Supermix (BioRad) y los oligos izquierdo y derecho previamente diseñados con el software 
Probefinder de Roche (ver apartado 1.4.1 ). En paralelo, se realizó también una qPCR para 
los genes de referencia β-actina y GAPDH para así poder normalizar los datos 
correspondientes a cada punto de estimulación. Las muestras fueron procesadas por 
triplicado en paralelo con controles sin transcripción reversa para todas las dianas que no 
mostraron una amplificación detectable. A menos que se indique lo contrario, los valores 
de los ciclos de cuantificación (Cq) estuvieron dentro del rango 20-24, lo cual indica la 
presencia de niveles medio-altos de tránscritos. La cuantificación relativa se llevó a cabo 
con el software GenEx teniendo en cuenta para las correcciones la eficiencia de cada pareja 
de oligos, los triplicados y la contaminación con DNA genómico, que fue despreciable. La 
cuantificación relativa (2-ΔCq) se realizó con respecto a la expresión a tiempo 0 de 
estimulación con TNF. Posteriormente, estos valores fueron normalizados de nuevo frente 
a la media de los valores de los genes de referencia. Para ello, la estabilidad de los genes 
candidatos de referencia se evaluó con los algoritmos geNorm y Normfinder de GenEx. 
Una combinación de los dos más estables fue elegida para normalizar los resultados. Todo 
el proceso fue realizado con la ayuda del servicio de genómica del CBMSO. 
 
2.18. Ensayos de infección por Neisseria meningitidis 
Con el fin de infectar monocapas endoteliales con Neisseria meningitidis (cepa 2C43), se 
sembró dicha bacteria en placas de agar en medio GCB el día anterior. El día de la 
infección, se realizó un pre-cultivo que consistió en la inoculación de 10 colonias aisladas 
por ml de medio de cultivo de células endoteliales sin factores de crecimiento. Al cabo de 2 
h, la densidad óptica de dicho pre-cultivo se llevó a 0,1 y 200 µl de esta nueva dilución 
fueron añadidos a cada pocillo de p24 a infectar. Después de 30 min de adhesión de la 
bacteria al endotelio, se realizaron 3 lavados con medio de cultivo sin factores de 
crecimiento y se esperó el tiempo de infección deseado hasta fijar (IF) o lisar las células 
(WB). 
 
2.19. Análisis estadístico 
Las medias aritméticas (PROMEDIO), el error estándar (Standard Error of the Mean, SEM) y 














1. MECANISMOS DE REGULACIÓN DE LA BARRERA 
ENDOTELIAL DURANTE LA RESPUESTA 
INFLAMATORIA INDEPENDIENTES DE LAS 
UNIONES INTERCELULARES  
En nuestro laboratorio, nos concentramos principalmente en el estudio de los efectos del 
TNF sobre el endotelio vascular humano (Marcos-Ramiro et al., 2014). Combinando 
técnicas de proteómica, inmunodetección y PCR cuantitativa, hemos identificado varias 
proteínas candidatas a regular la función de barrera endotelial. 
Una de estas proteínas es la GTPasa RhoB, cuya expresión aumenta en respuesta a la 
estimulación con TNF en HUVECs y cuya actividad se incrementa en respuesta a agentes 
proinflamatorios agudos como la trombina. RhoB pertenece a la familia de las Rho 
GTPasas, que son los reguladores maestros de la actina filamentosa. Puesto que esta red 
citoesquelética es fundamental para la remodelación morfológica de las células endoteliales 
en respuesta a citoquinas inflamatorias, nos centramos en el estudio de esta proteína. En la 
anterior tesis doctoral, se demostró en células endoteliales de venas grandes, HUVECs, 
previamente tratadas con TNF, que la actividad de RhoB retiene a la GTPasa Rac1 en un 
compartimento intercelular, con lo que se produce un retraso en la formación de 
protrusiones de membrana. Éste, a su vez, produce una demora en la recuperación de la 
función de barrera tras una contracción aguda, debilitando la integridad de la monocapa 
endotelial en un contexto inflamatorio, a pesar de que la activación de RhoB no tiene un 
efecto aparente sobre las uniones célula-célula (Marcos-Ramiro, tesis doctoral, 2015; 
Marcos-Ramiro et al., 2016). Decidimos como primer objetivo profundizar en la 
investigación de esta proteína analizando primero si los cambios de expresión de esta 
GTPasa en respuesta a TNF son generales para toda la familia Rho; segundo, si RhoB 
juega un papel importante en el tipo endotelial más relevante en la respuesta inflamatoria 
fisiológica, el endotelio de la microvasculatura, y tercero, si el efecto de RhoB sobre la 
función de Rac1 ocurre únicamente en el proceso de extensión de protrusiones de 
membrana o también durante la contracción y si éste implica algún tipo de interacción 
transitoria entre ambas proteínas, mediante la realización de ensayos bioquímicos de 
proximidad.   
 
1.1. TNF aumenta la expresión de RhoB y Rnd1 en células endoteliales 
humanas. 
Con el fin de verificar si RhoB era la única GTPasa de la familia Rho cuya expresión 
aumentaba significativamente en respuesta a la estimulación con TNF (Marcos-Ramiro 
et al., 2016), se llevó a cabo un screening por PCR cuantitativa en HUVEC. En éste, 
observamos que las GTPasas RhoB y Rnd1 aumentan sus niveles significativamente en 
respuesta a TNF (Fig. 1). Más concretamente, RhoB aumenta sus niveles del orden de 
cuatro veces después de 4 h de estimulación con TNF, manteniéndose más elevados 
respecto al control tras 24 h de estimulación, tiempo máximo testado en las cinéticas 
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realizadas. Por otro lado, los niveles de la GTPasa Rnd1 aumentan del orden de 20 veces 
después de 4 h de estimulación con TNF y disminuyen de nuevo tras 24 h de estimulación. 
Las demás GTPasas no se indujeron significativamente. En el caso de RhoH, no se 
detectaron tránscritos. Por tanto, la mayoría de los miembros de la familia Rho no se 

































Figura 1. TNF aumenta la expresión de las GTPasas RhoB y Rnd1. HUVEC se cultivaron con niveles 
reducidos de nutrientes durante 12 h y fueron estimuladas con TNF a 0, 4 y 24 h, lisadas con trizol con el fin 
de aislar su ARN mensajero, el cual fue analizado por PCR cuantitativa con los pares de oligos 
correspondientes a cada GTPasa. Los resultados fueron normalizados con respecto a los ARN mensajeros de 
los genes de referencia (β-actina y GAPDH). El gráfico representa la media y el error estándar medio (SEM) 
de 3 experimentos independientes. * p-valor <0.05. 
1.2. RhoB se expresa preferentemente en vénulas post-capilares 
RhoB no sólo aumenta su expresión in vitro en HUVEC en respuesta a TNF, si no que 
también se incrementa en los vasos sanguíneos de tejidos con enfermedades inflamatorias 
crónicas, como la enfermedad de Crohn (Marcos-Ramiro, 2016). Un análisis detallado de 
muestras de este tejido mostró una expresión preferente en las lesiones que aparecen en 
partes del intestino cuando se manifiesta esta enfermedad. Estas lesiones constituyen 
hiperplasias donde ha ocurrido un daño tisular más acentuado, con aumento de rotura de 
vasos y procesos protrombóticos. Como muestran las figuras 2A y B, se observa una 
tinción intensa de RhoB en estas regiones (Figs. 2A y B, cuadro i, Figs. 2C y D) en 
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contraste con otras zonas del tejido en las que los vasos no expresan RhoB (Figs. 2A y B, 
cuadro ii, Figs. 2E y F). Con el objetivo de determinar en qué tipos de vasos se expresa 
preferentemente RhoB en este tejido intestinal, realizamos tinciones inmunohistoquímicas 
para marcadores de vasos pequeños (SMA, Smooth Muscle Actin) y grandes (Proteoglicano 
NG2) en cortes consecutivos de tejido en las regiones en las que previamente se había 
observado expresión de RhoB. Observamos que los vasos positivos para RhoB (Figs. 2B-
región i, D y G) presentan niveles elevados del marcador vascular actina de músculo liso 
(SMA) (Fig. 2H), pero sin embargo niveles bajos de proteoglicanos NG2, el cual es un 
marcador de arteriolas y capilares (Fig. 2I) (Murfee et al., 2005). Estos datos sugieren que 
RhoB se expresa preferentemente en vasos pequeños como las vénulas post-capilares, las 
cuales poseen una función de barrera limitada y donde ocurren muchos de los eventos de 
alteración de barrera endotelial necesarios para facilitar la extravasación de células del 
sistema inmunitario hacia el foco inflamatorio.  
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Figura 2. RhoB se expresa principalmente en vénulas post-capilares en muestras de intestino 
delgado de pacientes con enfermedad de Crohn. Se muestran secciones consecutivas de tejido intestinal a 
diferentes aumentos teñidas con hematoxilina-eosina y con un anticuerpo específico de RhoB (A-F). En ellas, 
se observa que RhoB se expresa en ciertas regiones que presentan lesiones (B, región i positiva para RhoB, 
región ii negativa para RhoB, ampliaciones C-F). En una serie de secciones positivas para RhoB, se observa 
que RhoB (G) se expresa principalmente en pequeños vasos que presentan una tinción positiva para la actina 
de músculo liso SMA (H) y negativa para el proteoglicano NG2 (I). Barra de escala 100 µm. 
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1.3. RhoB se expresa en células microvasculares dermales y aumenta su 
expresión en respuesta a TNF 
Si RhoB se expresa en la microvasculatura in vivo en un contexto inflamatorio, quisimos 
estudiar esta proteína en células microvasculares in vitro. Para ello, realizamos cinéticas de 
estimulación por TNF a 0, 4, 7 y 24 h en células microvasculares dermales humanas 
HDMVEC. Observamos que las GTPasas RhoA, RhoB y RhoC se expresan en dichas 
células, aumentando únicamente los niveles de RhoB, y no los de RhoA o RhoC, a 4 y 7 h 
de estimulación, siendo este último tiempo el de máxima expresión, tanto por inmunoblot 
(Fig. 3A) como por inmunofluorescencia (Fig. 3B). Estos resultados son acordes con los ya 
descritos en células de vasos grandes (HUVEC) por Marcos-Ramiro en su tesis doctoral 
(2015). 
Además, con el fin de realizar experimentos de silenciamiento de proteínas Rho más 
adelante, se transfectaron HDMVEC con diferentes ARN de interferencia para RhoA, 
RhoB y RhoC, observándose una notable reducción de los niveles de dichas proteínas en 










































































































Figura 3. La expresión de RhoB se induce en células microvasculares dermales humanas 
(HDMVEC) en respuesta a TNF. (A) HDMVEC fueron cultivadas en medio con niveles reducidos de 
nutrientes durante 24 h, estimuladas con TNF durante 0, 4, 7 y 24 h y lisadas para monitorizar las proteínas 
indicadas por inmunoblot. La cuantificación corresponde a 3 experimentos independientes. * p-valor <0.05; 
** p-valor <0.01. (B) HDMVEC fueron cultivadas en medio con niveles reducidos de nutrientes durante 24 
h, estimuladas con TNF durante 0, 4 y 7 h y fijadas para marcar las proteínas indicadas por 
inmunofluorescencia.  Barra de escala 20 µm. (C y D) HDMVEC fueron silenciadas para RhoA, RhoB o 
RhoC empleando los ARN de interferencia indicados, estimuladas con TNF durante 7 h en medio con 
niveles reducidos de nutrientes y lisadas para la inmunodetección de dichas proteínas. 
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1.4. RhoB regula la recuperación de la función de barrera tras la 
contracción inducida por trombina en HDMVEC previamente 
estimuladas con TNF. 
Con el fin de estudiar la contribución de cada GTPasa en la contracción  aguda que ocurre 
en un ambiente inflamatorio en células microvasculares dermales HDMVEC, se silenciaron 
RhoA, RhoB y RhoC y se empleó el sistema ECIS para monitorizar la función de barrera 
de dichas células en tiempo real. Las células fueron pre-tratadas con TNF durante 7 h. En 
ese momento, se realizó una estimulación con el mediador protrombótico e inflamatorio 
trombina, lo que provocó una drástica e inmediata disminución de la resistencia trans-
endotelial. Este brusco aumento de la permeabilidad endotelial se produjo hasta un punto 
máximo de contracción que se alcanzó a los 40 min de estimulación. Después de ello, las 
células tendieron a recuperarse de manera progresiva hasta que la resistencia trans-
endotelial retornó a los valores iniciales hacia las 3 h post-estimulación. 
Observamos que las HDMVEC tratadas con cualquiera de los ARN de interferencia frente 
a RhoA, RhoB y RhoC indujeron una reducción de la contracción inicial en respuesta a 
trombina, siendo la reducción mayor para las células silenciadas para RhoB y RhoC. Esto 
contrasta con los datos obtenidos para células endoteliales de vasos grandes, en los que la 
contracción inicial apenas se ve afectada por el silenciamiento de RhoA y RhoC, sugiriendo 
que estas tres Rho GTPasas desempeñan funciones menos redundantes durante los 
fenómenos de contracción aguda en la microvasculatura (Marcos-Ramiro, tesis doctoral, 
2015; Marcos-Ramiro et al., 2016). Sin embargo, las células deplecionadas para RhoB 
usando un siARN individual o un pool de 4 siARNs distintos exhibieron una disminución 
de la contracción máxima a 1 h y además un acortamiento significativo del tiempo de 
recuperación de los valores de resistencia, aunque éstos quedaron siempre por debajo de 
los iniciales: mientras que las células silenciadas para RhoA o RhoC alcanzan niveles de 
resistencia de 0.6 a las 4 h post-estimulación, las células silenciadas para RhoB consiguen 
llegar a valores de 0.8 en ese mismo tiempo (Fig. 4A). De nuevo, el efecto del 
silenciamiento génico de RhoC sobre la recuperación fue también detectable, aunque 
claramente menor en comparación con el causado por la reducción de RhoB. 
Para confirmar el efecto de RhoB sobre la recuperación de la función de barrera 
microvascular tras una contracción aguda, las HDMVEC fueron silenciadas para Rho B en 
células sembradas sobre cubreobjetos, las cuales fueron fijadas 2,5 h después de la 
estimulación con trombina, es decir, en el periodo de recuperación (Fig. 4B). Así, se 
observó que las células silenciadas para RhoB con un ARN de interferencia individual o un 
pool de 4 siARNs diferentes presentan una mayor intensidad de β-Catenina en sus uniones 
adherentes respecto a las células control, lo cual sugiere que la integridad de la monocapa es 
mayor que en las células transfectadas con siARN control. 
En conjunto, estos datos sugieren que RhoB regula negativamente la reformación de la 
barrera endotelial después de la contracción aguda mediada por trombina en  HDMVEC 
previamente estimuladas con TNF. El papel de RhoA y RhoC en este proceso de 
contracción aguda es, a diferencia de lo observado en HUVEC, significativo también, 
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Figura 4. RhoB regula negativamente la recuperación de la barrera endotelial tras la contracción 
inducida por trombina en células endoteliales microvasculares humanas en un contexto 
inflamatorio. (A) Resistencia eléctrica trans-endotelial (TEER) de monocapas de HDMVEC durante la 
contracción inducida por trombina en células previamente transfectadas con ARN de interferencia de RhoA, 
RhoB y RhoC y pre-estimuladas con TNF durante 7 h. Se indica el promedio ± SEM de al menos tres 
experimentos independientes. La gráfica muestra la cuantificación del porcentaje de máxima contracción con 
respecto a las células tratadas con el siControl en los tiempos indicados, expresada como el promedio + error 
estándar de al menos tres experimentos independientes. *, p-valor<0.05; **, p-valor<0.01; ***, p-
valor=0.005. (B) Inmunofluorescencias de HDMVEC transfectadas con los ARN de interferencia control y 
RhoB indicados, estimuladas con TNF durante 7 h y trombina durante 2,5 h. Las preparaciones fueron 
teñidas para β-catenina y F-actina. La cuantificación se realizó en función de la intensidad relativa de β-
catenina en las uniones intercelulares en tres experimentos independientes. Barra de escala 20 µm. * p-valor 
<0.05; ** p-valor <0.01. 
1.5. RhoB regula la re-extensión de protrusiones de membrana después 
de la estimulación con trombina en células endoteliales humanas. 
Ya se demostró que la recuperación de la función de barrera tras la estimulación con 
trombina puede darse independientemente del establecimiento de uniones intercelulares 
(Marcos-Ramiro, tesis doctoral, 2015). En este sentido, decidimos estudiar el efecto de la 
trombina y la depleción de RhoB en condiciones de subconfluencia tanto en HDMVEC 
como en HUVECs. 
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Se transfectaron  HDMVEC con distintos ARN de interferencia control y para RhoB. 
Observamos que el área celular era mayor –más del doble- en células deplecionadas para 
RhoB en el tiempo correspondiente a la recuperación del área celular (“respreading”) tras la 
estimulación con trombina, es decir, 2.5 h después de la adición de dicha citoquina (Fig. 
5A). Debido a las limitaciones en cuanto a la disponibilidad de células microvasculares de 
piel humana, y con el objetivo de comparar y de realizar una cinética más detallada, se 
transfectaron HUVEC con distintos ARN de interferencia control y para RhoB, se pre-
trataron con TNF durante 7 h y se estimularon con trombina a 0, 5, 30 y 60 min, con el 
objetivo de medir el efecto tanto en el momento de la contracción aguda como en el de la 
re-extensión de membrana (Fig. 5B). Al igual que en el experimento anterior, observamos 
que las células deplecionadas para RhoB presentan un área celular mayor (1,5 veces) que las 
células control en el tiempo correspondiente a la recuperación tras el estímulo con 
trombina (60 min). Sin embargo, la reducción de RhoB no tiene efecto sobre el proceso de 
contracción aguda, probablemente porque juega un papel redundante junto con RhoA y 
RhoC en la contracción mediada por actomiosina.  
Estos datos sugieren que RhoB regula negativamente la re-extensión celular en células 
endoteliales microvasculares y vasculares tratadas con TNF tras la contracción inducida por 
trombina, independientemente del establecimiento de contactos célula-célula, lo cual 
concuerda con los experimentos consignados en Marcos-Ramiro, tesis doctoral, 2015, 
donde la expresión de una forma constitutivamente activa de RhoB (RhoBV14) reduce 
significativamente el área celular en los tiempos de recuperación después estimular  











































































Figura 5. RhoB regula la re-extensión celular tras la contracción mediada por trombina en células 
pre-tratadas con TNF durante 7h. (A) HDMVEC fueron tratadas con los ARN de interferencia  indicados, 
estimuladas con TNF durante 7 h, con trombina durante 2.5 h (respreading), fijadas y teñidas para RhoB y F-
actina. Posteriormente, el área celular fue cuantificada para cada condición. El gráfico muestra la 
cuantificación del área celular (en porcentaje), expresada como el promedio + SEM de al menos 50 células 
por experimento de tres experimentos independientes. *p-valor<0.05, ** p-valor <0.01, Barra de escala 10 
µm. (B)  HUVEC previamente transfectadas con los ARN de interferencia indicados y tratadas con TNF 
durante 7 h fueron estimuladas con trombina durante 0, 5, 30 ó 60 min, fijadas y teñidas para RhoB y F-
actina. El gráfico de la derecha muestra la cuantificación del área celular (en porcentaje), expresada como el 
promedio + SEM de al menos 50 células por experimento de tres experimentos independientes. *p-valor 









1.6. RhoB y Rac1 co-localizan parcialmente en HDMVEC. 
Teniendo en cuenta que la recuperación de la función de barrera en células endoteliales 
depende de la re-extensión celular y que la GTPasa Rac1 es un regulador maestro de la 
generación de protrusiones de membrana (Price et al., 1998), decidimos estudiar si RhoB 
regula la función de la GTPasa Rac1. 
En un primer momento, para poder caracterizar una posible interacción entre RhoB y 
Rac1, se transfectaron HDMVEC con mCherry-Rac1, se pre-trataron con TNF durante 7 
h, se estimularon con trombina durante 2,5 h, se fijaron y se tiñeron para RhoB endógeno 
(Fig. 6). En dicho experimento, se observa que RhoB y Rac1 co-localizan parcialmente en 
un compartimento vesicular, existiendo también una población de Rac1 en protrusiones de 










Figura 6. RhoB endógeno co-localiza parcialmente con Rac1 en HDMVEC. RhoB endógeno y 
mCherry-Rac1 co-localizan parcialmente en un compartimento vesicular en HDMVEC confluentes, 
pretratadas con TNF y estimuladas durante 2.5 h con trombina (flechas amarillas). mCherry-Rac1 se localiza 
también a nivel de protrusiones de membrana. Barra de escala 20 µm. Barra escala ampliación 10 µm. 
1.7. RhoB co-localiza con marcadores endosomales tardíos 
Con el fin de acotar la localización intracelular de RhoB, analizamos la distribución de 
RhoB endógeno con respecto a varios marcadores de tráfico endosomal. Puesto que la 
distribución de RhoB en células microvasculares es muy parecida a la observada en 
HUVECs, y debido a la dificultad de obtener las primeras, realizamos estos experimentos 
en HUVECs. HUVEC previamente estimuladas con TNF fueron cargadas con 
transferrina-TRITC durante 5 min antes de realizar ensayos de pulso y caza. Una pequeña 
fracción de vesículas positivas para RhoB se solapó con este marcaje de transferrina, 
sugiriendo que RhoB podría localizarse en endosomas tempranos (Fig. 7A) (Fernandez-
Borja et al., 2005). Además, también observamos cierta co-localización de RhoB con el 
marcador endosomal temprano Rab5 en los tiempos de estimulación por trombina en 
HUVEC transfectadas con Rab5-GFP (Fig. 7B). 
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Por otro lado, la co-localización parcial entre RhoB y transferrina se redujo en células 
estimuladas con trombina y cargadas simultáneamente con transferrina-TRITC durante 1.2 
h, lo cual sugiere que RhoB no co-localiza significativamente en un compartimento 
endosomal de reciclaje durante la recuperación de la barrera endotelial. En línea con estos 
datos, la co-localización de RhoB con el marcador de reciclaje GFP-Rab11 (Jones et al.,  
2006) también fue baja en los diferentes tiempos de estimulación por trombina. 
Igualmente, la co-localización de las vesículas positivas para RhoB con los marcadores de 
reciclaje rápido Rab4 y EHD1 (Yudowski et al., 2009; Sharma et al., 2009) fue despreciable. 
Sin embargo, las vesículas y clusters perinucleares de RhoB co-localizaron claramente con el 
marcador endosomal tardío Rab7(Wang et al., 2011), sugiriendo que RhoB se distribuye a 
lo largo de la ruta endocítica entre los endosomas tempranos y tardíos, y principalmente en 
estos últimos, una distribución parecida a la observada en células epiteliales (Wherlock 
et al., 2004). La triple transfección de mCherry-Rac1, la forma constitutivamente activa de 
RhoB (RhoBV14) y GFP-Rab7 sugirió una colocalización parcial de RhoB y Rac1 en este 
compartimento endosomal tardío en las cercanías del aparato de Golgi (Figura 7C, cuadro 
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Figura 7. Localización subcelular de RhoB endógeno respecto a distintos marcadores endosomales 
en HUVEC. (A) Localización de RhoB endógena en HUVEC pre-tratadas con TNF previamente incubadas 
con transferrina-TRITC durante 5 min para localizar endosomas tempranos y durante 1,2 h para localizar 
endosomas de reciclaje durante la recuperación de la barrera. Barra de escala 20 µm. (B) Localización de 
RhoB endógeno en células transfectadas con las proteínas RabGFP que se indican, así como con EHD1. 
RhoB co-localiza mayoritariamente con vesículas positivas para Rab7 en un compartimento perinuclear. Barra 
de escala 20 µm. (C) Localización de RhoBV14, Rac1cherry y Rab7GFP en HUVEC. Barra de escala 20 µm. 
1.8. RhoB se localiza en estrecha proximidad con Rac1. 
Mediante microscopía confocal observamos una co-localización parcial de RhoB y Rac1 
tanto en HUVEC (Marcos-Ramiro et al., 2016) como en HDMVEC. Sin embargo, no se 
detectó ninguna asociación entre ambas proteínas en experimentos de co-
inmunoprecipitación (datos no mostrados; Marcos-Ramiro, tesis doctoral, 2015). En este 
sentido, decidimos investigar si RhoB y Rac1, por su estrecha proximidad, pudieran 
establecer interacciones transitorias y por tanto difíciles de detectar por experimentos 
convencionales de asociación. Para ello, generamos una construcción de RhoB fusionada 
con el mutante de la biotina-ligasa BirA en su dominio N-terminal. La proteína de fusión 
resultante tiene la capacidad de biotinilar las proteínas que se encuentran en su proximidad. 
Así, realizamos ensayos denominados de marcaje de proximidad BioID, los cuales permiten 
  
96  RESULTADOS 
detectar las proteínas biotiniladas y, por tanto, próximas a RhoB en las condiciones 
estudiadas (Roux et al., 2012). 
Los ensayos de BioID se llevaron a cabo transfectando las construcciones RhoB-BirA y 
Rac1-GFP en células HEK293, pre-tratándolas con TNF, estimulándolas con trombina a 
diferentes tiempos y analizando la población de proteínas biotiniladas mediante dos 
estrategias diferentes.  
Por un lado, con el fin de purificar las proteínas biotiniladas, se realizaron ensayos de pull-
down con neutravidina-agarosa (Fig. 8). Observamos en la inmunodetección que la proteína 
GFP-Rac1 únicamente se biotinila si se añade biotina exógena al medio y si la construcción 
que codifica para ella es co-transfectada con la que codifica para RhoB-BirA. La co-
transfección de RhoB-BirA con GFP no indujo biotinilación alguna de la proteína GFP. 
Nótese que la sobreexpresión de RhoB-BirA indujo una reducción de la expresión de GFP-
Rac1, comparado con las células que expresaban sólo GFP-Rac1, sugiriendo un efecto 
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Figura 8. Ensayo de biotinilación con BirA-RhoB (BioID). Se transfectaron células HEK293 con BirA-
RhoB y GFP-Rac1 según se indica. Las proteínas biotiniladas fueron precipitadas por pull-down con 
neutravidina-agarosa. Los lisados celulares totales y los correspondientes al pull-down fueron sometidos a 
western blot con los anticuerpos que se indican. En presencia de RhoB-BirA, observamos que una fracción 
de GFP-Rac1 se detecta en el ensayo de pull-down. La proteína BirA-RhoB también se biotinila a sí misma y 
por lo tanto precipita con neutravidina-agarosa. Nótese que, en los lisados celulares, BirA-RhoB reduce la 
expresión de GFP-Rac1. 
Por otro lado, adoptamos una estrategia complementaria y realizamos el mismo tipo de 
experimento de transfección en células HEK293, pero esta vez no realizamos ensayos de 
pull-down, si no que inmunoprecipitamos GFP-Rac1 mediante un anticuerpo anti-GFP en 
presencia o ausencia de BirA-RhoB (Fig. 9). Las células que expresaban BirA-RhoB 
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indujeron la biotinilación de varias proteínas, las cuales fueron detectadas con 
inmunomarcaje con estreptavidina-peroxidasa. Un mínimo de cuatro proteínas biotiniladas 
fueron encontradas en los inmunoprecipitados de GFP-Rac1. Dos de ellas coincidieron 
con las que fueron detectadas por inmunoblot empleando un anticuerpo anti-Rac1, 
correspondiendo con los pesos moleculares de las proteínas GFP-Rac1 y Rac1 endógena, la 
cual fue co-inmunoprecipitada con GFP-Rac1. En conjunto, estos datos sugieren que Rac1 
y RhoB podrían encontrarse en estrecha proximidad, estableciendo interacciones lábiles y 
transitorias. 
Figura 9. Ensayo de biotinilación con BirA-RhoB (BioID). Se transfectaron células HEK293 con BirA-
RhoB y GFP-Rac1 según se indica. Se inmunoprecipitó GFP-Rac1 con anticuerpos anti-GFP. Las proteínas 
biotiniladas fueron detectadas por inmunoblot con Estreptavidina peroxidasa (asteriscos). IgG: anticuerpo 
control específico de isotipo. La co-expresión de BirA-RhoB y GFP-Rac1 reduce los niveles de GFP-Rac1 en 
los lisados celulares. 
1.9. La depleción de RhoB incrementa la actividad de Rac1. 
RhoB se encuentra en un compartimento endosomal tardío junto con Rac1 y afecta una de 
las principales funciones atribuidas a Rac1: la extensión de membrana celulares y el 
“spreading”. Nos preguntamos a continuación si RhoB regula la actividad de Rac1, y si lo 
hace específicamente durante el proceso de re-extensión de la membrana celular o también 
durante la contracción aguda inducida por trombina. Se realizaron ensayos de pull-down de 
actividad GTPasa durante una cinética de estimulación por trombina en HUVEC pre-
tratadas con TNF durante 7 h (Fig. 10). En éstos, se observó que en las células control, la 
actividad de Rac1 disminuía (a 0.4 respecto al valor inicial) durante los primeros 30 min de 
estimulación, aumentando luego hasta 0.6 hacia los 60 min, tiempo coincidente con la re-
extensión de la superficie celular. Sin embargo, en las células silenciadas para RhoB, la 
actividad de Rac1 disminuyó en menor medida (a 0,8 o 0,6 respecto a los valores iniciales) 
durante los primeros 30 min, tiempo de mayor contracción celular, y aumentó 
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significativamente a 60 min respecto a las células control (valores superiores a 1, es decir, a 
los valores de actividad iniciales). Estos resultados sugieren que RhoB regula negativamente 
la actividad de Rac1 en todos los tiempos de estimulación con trombina, pero su función es 
más determinante y significativa a tiempos coincidentes con el proceso de extensión de 

































































Figura 10. RhoB regula la actividad de Rac1. HUVECs transfectadas con siARN control o siARN de 
RhoB fueron pre-tratadas con TNF y estimuladas con trombina a los tiempos que se indican. Las células 
fueron lisadas y se realizaron ensayos de pull-down con el fin de detectar los niveles de Rac1 GTP (Rac1 
activo). Se muestra el efecto de la depleción de RhoB en la activación de Rac1. El gráfico inferior muestra la 
cantidad de Rac1 activa normalizada frente a la cantidad total de Rac1. El gráfico de la derecha muestra la 
media y el error estándar medio de tres experimentos independientes en los que se midieron los niveles 
totales de Rac1.* p-valor<0.05. 
En conjunto, estos datos sugieren que RhoB localiza con Rac1 en un compartimento 
endosomal tardío y regula negativamente su actividad y limitando así la formación de 
protrusiones de membrana tras una contracción aguda, tanto en HUVECs como en 
HDMVEC. Esto parece ser relevante desde el punto de vista más fisiológico, porque RhoB 
se expresa mayoritariamente en vénulas postcapilares de tejido con enfermedad 
inflamatoria crónica. En línea con estos resultados, se ha observado que la inhibición de 
Rac1 con NSC23766 en células silenciadas para RhoB cancela el efecto de la ausencia de 
RhoB sobre el incremento en la formación de protrusiones de membrana y, por ende, la 





2. MECANISMOS DE REGULACIÓN DE LA BARRERA 
ENDOTELIAL DURANTE LA RESPUESTA 
INFLAMATORIA DEPENDIENTES DE LAS UNIONES 
INTERCELULARES   
La función de barrera es una de las propiedades clave del endotelio vascular (Dejana, 2004). 
En este sentido, la integridad de los complejos de uniones intercelulares es esencial para el 
correcto mantenimiento de la cohesión entre células endoteliales. Sin embargo, dicho 
endotelio, lejos de ser una frontera estática entre la sangre y el tejido subyacente, es capaz 
de regular muy finamente su permeabilidad en respuesta a estímulos proinflamatorios 
como el TNF (Le Guelte y Gavard, 2011). En este sentido, las células endoteliales emplean 
diferentes mecanismos moleculares para llegar a un compromiso funcional entre 
mantenimiento y pérdida de función de barrera (Marcos-Ramiro et al., 2014). 
La Cadherina Vascular Endotelial (VE-cadherina) es una proteína esencial para el correcto 
establecimiento de las uniones intercelulares (Dejana y Vestweber, 2013). Se ha demostrado 
que la estimulación de células endoteliales por TNF produce un aumento en los niveles de 
fosforilación de los niveles totales VE-cadherina, facilitándose su disociación de p120-
catenina, lo cual provoca un debilitamiento de las uniones adherentes (Angelini et al., 2006; 
Potter et al., 2005). Sin embargo, la regulación de la dinámica de VE-cadherina entre el 
citoplasma y la superficie celular en este contexto no está bien caracterizada. Así, la pérdida 
de función de las uniones adherentes endoteliales en respuesta a citoquinas inflamatorias 
como TNF a menudo no correlaciona con una disminución de los niveles de la cadherina 
vascular, sino tan sólo con una redistribución (Angelini et al. 2006; Cain et al., 2010; Millán 
et al., 2010; Fernández-Martín et al., 2012), Por tanto, nos planteamos el objetivo de 
investigar en profundidad el efecto de TNF sobre las uniones adherentes y, en concreto, 
sobre la dinámica de VE-cadherina en la superficie endotelial. 
2.1. La estimulación de HUVEC con TNF reduce la vida media de la  
VE-cadherina de superficie. 
Con el objetivo de caracterizar la duración de la vida media de la proteína VE-cadherina 
presente en la superficie de células endoteliales humanas HUVEC, realizamos ensayos de  
marcaje con Sulfo-NHS-Biotina. Las células fueron pre-estimuladas o no con TNF durante 
24 h, marcadas con biotina en su superficie, lisadas a diferentes tiempos (0, 2, 4 y 6 h post-
biotinilación) y sometidas a un pull-down con neutravidina agarosa para separar las proteínas 
biotiniladas del lisado celular. Así, pudimos observar que los niveles de superficie de VE-
cadherina decrecen con mayor celeridad en células estimuladas con TNF durante 8 ó 24 h 
que en células no estimuladas (Fig. 11A y B). Más concretamente, la vida media de la 
proteína VE-cadherina de superficie en células no estimuladas es de unas 6 h, mientras que 
en el caso de las células estimuladas con TNF oscila entre las 2 y las 3 h. Nótese que de 
forma parecida a lo observado previamente en el laboratorio (Fernández-Martín et al., 
2012), no se detectaron cambios significativos en los niveles totales de VE-cadherina ni en 
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Figura 11. La vida media de la proteína VE-cadherina presente en la superficie de HUVEC 
confluentes se reduce significativamente tras la estimulación con TNF a 8 y 24 h: Marcaje de la 
superficie celular con biotina (A) Esquema que resume el experimento de marcaje de la superficie celular 
realizado con Sulfo-NHS-Biotina. Se biotinilan todas las placas a la vez y luego se lisan a los diferentes 
tiempos indicados. Posteriormente, se realiza una purificación de las proteínas biotiniladas por pull-down y se 
identifica la proteína VE-cadherina por inmunoblot. (B) HUVEC fueron cultivadas en medio con niveles 
reducidos de nutrientes y estimuladas o no con TNF durante 24 h. Se marcó la superficie celular de todas las 
placas al mismo tiempo y se lisaron secuencialmente en los tiempos indicados. Células no biotiniladas fueron 
sometidas al pull-down como control negativo. El gráfico de la derecha corresponde a la cuantificación de los 
niveles de superficie de VE-cadherina de 3 experimentos independientes. ** p-valor<0.01; *** p-valor<0.001.  
(C) HUVEC fueron cultivadas en medio con niveles reducidos de nutrientes y estimuladas o no con TNF 
durante 8 h. Se marcó la superficie celular de todas las placas al mismo tiempo y se lisaron secuencialmente en 
los tiempos indicados. El gráfico de la derecha corresponde a la cuantificación de los niveles de superficie de 
VE-cadherina de 3 experimentos independientes. ** p-valor<0.01. 
Con el fin de confirmar estos resultados, empleamos  una segunda estrategia que nos 
permitiera monitorizar la vida media de la población de VE-cadherina de superficie en 
células endoteliales. Así, decidimos marcar selectivamente la población de VE-cadherina en 
la superficie de HUVEC confluentes con un anticuerpo específico cuyo epítopo se 
encuentra en el dominio extracelular de VE-cadherina (Fig. 12A). Se ha demostrado 
previamente que el uso de este anticuerpo no altera la función de VE-cadherina ni la 
permeabilidad endotelial (Benn et al., 2016). En dichos experimentos observamos que, 4 h 
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después del marcaje con el anticuerpo, las células no estimuladas con TNF presentan 
niveles de anticuerpo anti-VE-cadherina de superficie similares al control, mientras que las 
células estimuladas con TNF durante 24 h presentan niveles significativamente menores 
(Fig. 12B). Estos resultados apoyan el hecho de que la estimulación de HUVEC con TNF 
provoca una reducción de la vida media de la población de VE-cadherina de superficie. 
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Figura 12. La vida media de la proteína VE-cadherina presente en la superficie de HUVEC se 
reduce tras la estimulación con TNF: Marcaje con anticuerpo específico de VE-cadherina de 
superficie. (A) Esquema que resume el experimento de marcaje de la superficie celular realizado con un 
anticuerpo específico de VE-cadherina de superficie (BV6). Se marcaron con dicho anticuerpo todas las 
condiciones a la vez y luego fijaron a los diferentes tiempos indicados. Posteriormente, se realizó un segundo 
marcaje con un anticuerpo capaz de detectar la población total de VE-cadherina y se tiñó por 
inmunofluorescencia para las poblaciones de VE-cadherina total y de superficie con el fin de cuantificar los 
niveles de fluorescencia correspondientes (B) HUVEC fueron cultivadas en medio con niveles reducidos de 
nutrientes y estimuladas o no con TNF durante 24 h. Se marcó la superficie celular de todas las células al 
mismo tiempo y se fijaron a los tiempos indicados. El gráfico de la derecha corresponde a la media +SEM  
de los niveles de superficie de VE-cadherina de 3 experimentos independientes. * p-valor<0.05. 
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2.2. La estimulación de HUVEC con TNF acelera la degradación de 
VE-cadherina de superficie por vía proteasoma. 
Se ha descrito que la pérdida de VE-cadherina en un contexto inflamatorio puede depender 
de la degradación por vía lisosomal o dependiente del proteasoma (Xiao et al., 2003; 
Sawant et al., 2011). Por lo tanto, con el objetivo de dilucidar si la aceleración en la pérdida 
de VE-cadherina de superficie radicaba en su degradación por una u otra vía, empleamos 
una batería de inhibidores de ambas vías y observamos que únicamente la inhibición del 
proteasoma con MG132 y lactacistina limitó significativamente –a la mitad- la desaparición 
de VE-cadherina inducida por TNF en un experimento de marcaje con biotina, caza de 4 h 
tras el marcaje y detección posterior de la VE-cadherina biotinilada por ensayo de pull-down 
(Fig. 13). Estos datos sugieren por tanto que la reducción de la vida media de la VE-
cadherina de superficie depende principalmente de la degradación de la misma por la vía 
del proteasoma. Nótese que los niveles de proteína total se vieron poco afectados por los 
inhibidores, lo que sugiere la existencia de un reemplazamiento rápido de la VE-cadherina 
de superficie degradada. 
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Figura 13. TNF aumenta la degradación de VE-cadherina de superficie por la vía del proteasoma. 
HUVEC fueron cultivadas en medio con niveles reducidos de nutrientes y estimuladas o no con TNF 
durante 24 h. Se añadieron los inhibidores que se indican, se biotinilaron todas las placas a la vez y se lisaron a 
los tiempos indicados. Los extractos totales y los correspondientes al pull-down fueron revelados por 
inmunoblot con el fin de detectar las proteínas que se indican. El gráfico de la derecha corresponde a la media 
± SEM de los niveles de superficie de VE-cadherina de 3 experimentos independientes. * p-valor<0.05. 
 
2.3. La estimulación de HUVEC con TNF induce de forma transitoria 
la expresión de VE-cadherina. 
En el apartado anterior hemos observado que la estimulación de HUVEC con TNF 
provoca una reducción en la vida media de la proteína VE-cadherina localizada en la 
superficie celular, mientras que los niveles estacionarios de superficie y totales de la misma 
permanecen constantes. Esto sugiere la existencia de mecanismos compensatorios para 
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reemplazar la VE-cadherina degradada en las uniones adherentes. Para ello, realizamos 
cinéticas de estimulación con TNF a 0, 4, 8 y 24 h en HUVEC e investigamos los niveles 
totales y de superficie de VE-cadherina en cada tiempo (Fig. 14). Observamos que TNF 
induce un aumento transitorio pero significativo de la expresión de VE-cadherina a 4 y 8 h, 
alcanzándose un pico de 1.6 veces a las 8 h de estimulación, mientras que los niveles de 
superficie permanecen constantes. 
Por otro lado, observamos que la cantidad total de VE-cadherina fosforilada correlaciona 
con la cantidad total de VE-cadherina no-fosforilada (Fig. 14), lo cual indica que el 
aumento de los niveles de esta proteína corresponde a un incremento de la población que 
no se encuentra unida a p120-catenina formando uniones adherentes. Además, se observa 
que a 4 h de estimulación por TNF parte de la VE-cadherina asociada a la superficie celular 
presenta un nivel de fosforilación mayor que a los demás tiempos, aunque en comparación 
con la proporción de VE-cadherina total detectada en la superficie, la fracción de VE-
cadherina fosforilada en el pull-down es minoritaria (Fig. 14). Este resultado sugiere que 
TNF incrementa los niveles de VE-cadherina intracelular en respuesta a TNF. En efecto, 
esta cadherina no está unida a p120-catenina y no está formando uniones adherentes. 
Teniendo en cuenta los resultados de la Fig. 11, esta cadherina no proviene de la población 
inicialmente en la superficie, ya que ésta incrementa su degradación en presencia de TNF. 
En conjunto, nuestros resultados sugieren que este incremento de VE-cadherina procede 

















































































Figura 14. TNF induce la expresión de VE-cadherina en células endoteliales humanas. HUVEC 
fueron estimuladas con TNF a los tiempos que se indican y marcadas en su superficie con Sulfo-NHS-
Biotina. Éstas fueron lisadas y sometidas a ensayos de pull-down con el fin de purificar la fracción proteica de 
superficie. Posteriormente, se detectaron las poblaciones total y de superficie tanto de VE-cadherina como de 
p-VE-cadherina por inmunoblot. Los gráficos de la izquierda corresponden a la media ± SEM de los niveles 
totales y de superficie de VE-cadherina y p-VE-cadherina de 3 experimentos independientes. *p-valor<0.05. 
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Realizamos las mismas cinéticas de TNF en otros tipos celulares endoteliales (Fig. 15) y 
observamos la misma tendencia que en HUVEC. En efecto, en la línea celular endotelial 
inmortalizada EAhy.926 (Fig. 15A), y en la línea celular de barrera hematoencefálica 
HCMEC/D3 (Fig. 15B), observamos un aumento transitorio y significativo de expresión 
de VE-cadherina de 1.4 y 1.5 veces, respectivamente. Sin embargo, el aumento en células 
primarias microvasculares, es mucho más moderado (Fig. 15C). 
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Figura 15. Los niveles totales de VE-cadherina aumentan en respuesta a TNF en diferentes tipos 
celulares endoteliales. Células EAhy.925, HCMEC/D3 y HDMVEC fueron estimuladas con TNF durante 
los tiempos que se indican, lisadas y la cantidad total de VE-cadherina monitorizada por inmunoblot. Los 
gráficos a la derecha de cada panel indican la media ± SEM de los niveles totales de VE-cadherina en función 
del tiempo de estimulación con TNF para cada tipo celular en 3 experimentos independientes. * p-
valor<0.05. 
En este sentido, quisimos estudiar si dicho aumento se debía a un incremento del ARN 
mensajero de VE-cadherina a nivel transcripcional. Para ello, realizamos cinéticas de TNF a 
los mismos tiempos en HUVEC cuyo ARN mensajero fue purificado con el fin de 
someterlo a experimentos de RT-PCR con dos pares de oligos específicos de VE-cadherina 
(Fig. 16A). En consonancia con los datos obtenidos, observamos un aumento significativo 
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de 1.4 veces de los niveles de mARN de VE-cadherina a 4 h y 1.5 veces a 8 h de 
estimulación por TNF. Además, realizamos una aproximación complementaria por 
inmunofluorescencia y observamos que HUVEC presentan mayores niveles de VE-
cadherina total, principalmente tras 8 h de estimulación con TNF, observándose un 
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Figura 16. Los niveles de mARN de VE-cadherina aumentan en respuesta a TNF en diferentes tipos 
celulares endoteliales, lo cual correlaciona con un aumento de la población intracelular de VE-
cadherina en HUVEC. (A) HUVEC fueron estimuladas con TNF durante los tiempos que se indican, 
lisadas con trizol, su ARN mensajero purificado y sometido a RT-PCR. El gráfico muestra la media ± SEM 
de 3 experimentos independientes con 2 pares de oligos para cada RT-PCR. **p-valor<0.01; ***p-
valor<0.001. (B) HUVEC fueron estimuladas con TNF durante los tiempos indicados, fijadas y sometidas a 
tinción por inmunofluorescencia con un anticuerpo capaz de reconocer la población total de VE-cadherina. 
La flecha blanca señala la población intracelular de VE-cadherina, en una zona similar a la red trans-Golgi. 
Barra de escala, 20 µm. 
Por otro lado, como los complejos de uniones adherentes no sólo están formados por VE-
cadherina, si no que presentan una plétora de proteínas asociadas (Bazzoni y Dejana, 2004), 
decidimos estudiar si TNF alteraba los niveles de alguna de ellas. Para ello, 
inmunodetectamos diferentes proteínas de uniones intercelulares con el fin de observar si 
sus niveles variaban en respuesta a TNF (Fig. 17). Observamos que ninguna de las 
proteínas testadas (β-catenina, α-catenina, Plakoglobina o N-cadherina) presentaba 





















kDa Figura 17. Los niveles totales de diferentes 
proteínas de uniones adherentes no varían en 
respuesta a TNF en HUVEC. HUVEC fueron 
estimuladas con TNF durante los tiempos que se 
indican, lisadas y la cantidad total de las proteínas 
de adherens junctions que se indican 
monitorizada por inmunoblot. 
En conjunto, estos datos sugieren que el aumento de los niveles totales de VE-cadherina en 
respuesta a TNF es específico y parece estar mediado por un mecanismo de regulación 
transcripcional. Así, se incrementarían los niveles de la población de VE-cadherina 
intracelular, manteniéndose sus niveles de superficie constantes. 
 
2.4. El aumento de la síntesis de VE-cadherina en respuesta a TNF está 
mediado por la vía NF-κβ 
A continuación, pasamos a estudiar la vía de señalización celular por la cual estaba mediado 
el aumento de la transcripción del ARN mensajero de VE-cadherina. Dos de las principales 
vías de señalización inducidas por TNF son la vía NF-κβ y la vía de JNK (Madge y Pober, 
2001; Crisostomo et al., 2008; Lu et al., 2016), por lo que decidimos emplear inhibidores de 
ambas para discriminar entre una y otra. Así, observamos por inmunoblot que la adición 
antes de la estimulación con TNF de BAY-11 y MG132, dos inhibidores de la vía de NF-κβ  
limitaba significativamente la inducción de la síntesis de VE-cadherina a 8 h de 
estimulación por TNF (a niveles de 0.25 y 0.65, respectivamente), mientras que la adición 
de SP600125, un inhibidor de la vía de JNK, a dos concentraciones diferentes (1 µM y 3 
µM), no limitaba dicha inducción de manera significativa (Fig. 18A). Observamos un 
resultado similar por inmunofluorescencia, disminuyendo los niveles de VE-cadherina y 
desorganizándose las uniones intercelulares tras la adición de BAY11 y MG132 (Fig. 18B).  
Confirmamos que tanto el TNF como los inhibidores funcionaron correctamente por 
cuanto la proteína ICAM-1 aumentó su expresión en respuesta a TNF y vio su incremento 
limitado por los inhibidores de la vía de NF-κβ y por el inhibidor de la vía de JNK de 
manera dosis-dependiente. Por lo tanto, a la luz de estos datos podemos aseverar que la 
regulación transcripcional de VE-cadherina inducida por TNF estriba principalmente en la 
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Figura 18. La regulación transcripcional de VE-cadherina inducida por TNF depende de la vía de 
NF-κβ. (A) HUVEC fueron estimuladas o no con TNF durante 8 h según se indica, en presencia o ausencia 
de los inhibidores correspondientes (10 µM BAY11, 20 µM MG132, 1 µM ó 3 µM SP600125). A 
continuación las células fueron lisadas y los niveles totales de VE-cadherina, ICAM-1, JNK y p-JNK 
monitorizados por inmunoblot. El gráfico de la derecha muestra la media ± SEM de 3 experimentos 
independientes. *p-valor<0.05. (B) HUVEC fueron estimuladas o no con TNF durante 8 h según se indica e 
incubadas con los inhibidores correspondientes (10 µM BAY11, 20 µM MG132, 1 µM ó 3 µM SP600125), 
fijadas y sometidas a inmunofluorescencia con un anticuerpo capaz de reconocer la población total de VE-






2.5. El factor de transcripción Ets1 se induce en respuesta a TNF por la 
vía NF-κβ y media la síntesis de VE-cadherina. 
Después de caracterizar la vía de señalización que media el aumento de VE-cadherina, 
tratamos de identificar algún factor de transcripción que pudiera participar en dicho 
proceso. En la literatura se describen varios factores de transcripción de VE-cadherina tales 
como Erg, Ets1 o HIF2α (Le Bras et al., 2007; Birdsey et al., 2008). De entre todos ellos, 
Ets1 retuvo nuestra atención por cuanto su sobre-expresión provoca un aumento de los 
niveles de VE-cadherina (Lelièvre et al., 2000). 
Primero, observamos que Ets1 sigue una cinética de inducción por TNF similar a la de VE-
cadherina, aumentando sus niveles significativamente 2.5 veces a 4 y 8 h de estimulación 
(Fig. 19A). Después, realizamos una cinética de TNF en HUVEC para observar por 
inmunofluorescencia la localización de Ets1, pudiendo constatar que dicha proteína 
aumenta sus niveles a 8 h de estimulación por TNF y se localiza preferentemente en el 
núcleo celular (Fig. 19B). Comprobamos también que la inducción de Ets1 en respuesta a 
TNF tiene lugar por la vía de NF-κβ con el mismo tipo de experimento que en la Fig. 18 
(Fig. 20). En efecto, observamos que la adición de BAY11 a una concentración de 10 µM 
provoca una drástica disminución de los niveles de Ets1 (0,25 veces el valor del control no 
estimulado). Sin embargo, la incubación con un inhibidor del proteasoma, MG132, que 
previene la señalización de NF-κβ a través de la inhibición de la degradación del inhibidor 
de NF-κβ (IKB), no afectó lo niveles de Ets1. Esto sugiere que MG132 podría tener un 
efecto directo sobre la degradación del factor de transcripción, de modo que a pesar de 
inhibir la señalización por NF-κβ, los niveles de expresión de Ets1 no se reducirían 
significativamente en presencia del inhibidor. Puesto que la síntesis de VE-cadherina y Ets1 
se inhibe mediante la abrogación de la vía de señalización NF-κβ, decidimos investigar la 
contribución de Ets1 a la expresión de VE-cadherina en células endoteliales expuestas a 








































Figura 19. El factor de 
transcripción Ets1 es 
inducido en respuesta a 
TNF. (A) HUVEC fueron 
estimuladas con TNF durante 
0, 4, 8 y 24 h, lisadas y las 
proteínas indicadas detectadas 
por inmunoblot. El gráfico de 
la derecha representa la media 
± SEM de los niveles de Ets1 
correspondientes a 3 
experimentos independientes. 
**p-valor<0.01; ***p-
valor<0,001. (B) HUVEC 
fueron estimuladas a 0, 8 y 24 
h con TNF, fijadas y sometidas 
a inmunofluorescencia 
mediante anticuerpos contra 
las proteínas VE-cadherina y 
Ets1. Los núcleos fueron 
teñidos cn DAPI. Barra de 
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Figura 20. El factor de transcripción Ets1 es inducido en respuesta a TNF por la vía de NF-κβ. 
HUVEC fueron estimuladas o no con TNF durante 8 h según se indica e incubadas con los inhibidores 
correspondientes (10 µM BAY11, 20 µM MG132, 1 µM ó 3 µM SP600125), lisadas y los niveles totales de 




Finalmente, con el objetivo de estudiar el papel de Ets1 en la inducción de la síntesis de 
VE-cadherina en respuesta a TNF, realizamos el silenciamiento de Ets1 con un pool de 4 
ARN de interferencia. Por un lado, observamos que la depleción de Ets1 correlaciona con 
una bajada de los niveles basales de VE-cadherina y con la abrogación de su inducción en 
respuesta a TNF. Más concretamente, el silenciamiento de Ets1 provoca una disminución 
de los valores de VE-cadherina a 0,2 respecto al control estimulado con TNF durante 8 h, 
tiempo correspondiente al punto de máxima inducción de dicha proteína (Fig. 21). Por otro 
lado, constatamos que el silenciamiento de VE-cadherina no afecta a la inducción de Ets1 
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Figura 21. El silenciamiento de Ets1 con ARN de interferencia limita la inducción de VE-cadherina 
provocada por TNF. HUVEC fueron silenciadas para Ets1 con una mezcla de 4 ARN de interferencia y 
VE-cadherina con un ARN de interferencia individual y estimuladas con TNF a los tiempos indicados. Éstas 
fueron lisadas y los extractos obtenidos sometidos a inmunoblot con los anticuerpos correspondientes a las 
proteínas que se indican. Las gráficas corresponden a la media ± SEM de 3 experimentos independientes para 
las proteínas indicadas en el tiempo de máxima inducción de VE-cadherina (8 h de TNF). *p-valor<0.05; *** 
p-valor<0.001 
En conjunto, a luz de todos estos datos, podemos concluir que los niveles totales de VE-
cadherina aumentan en respuesta a TNF, sobre todo a 4 y 8 h, que dicha inducción tiene 







2.6. La depleción transitoria de calcio induce la degradación de VE-
cadherina en células endoteliales previamente estimuladas con TNF. 
Se ha demostrado en los dos apartados anteriores que el TNF induce un incremento en las 
tasas de degradación y síntesis de VE-cadherina, lo cual sugiere que la estimulación de 
células endoteliales con dicha citoquina acelera la tasa de reemplazamiento  o “turnover” de 
VE-cadherina. Nos preguntamos a continuación qué efecto tiene TNF cuando se induce 
una disrupción masiva de las uniones intercelulares. Para ello, decidimos  investigar la 
dinámica y estabilidad de VE-cadherina durante ensayos de “Calcium Switch” o depleción de 
calcio. En efecto, la estabilidad de los complejos de uniones dependientes de VE-cadherina 
radica en la existencia de uniones homofílicas dependientes de calcio entre cadherinas 
(Ahrens et al., 2003), por lo que la depleción de calcio favorece el desensamblaje de dichas 
uniones y desemboca en la internalización masiva de los complejos de uniones 
intercelulares (Yan et al., 2016). La reposición de calcio induce la reformación de este tipo 
de uniones. Así, se pueden amplificar los efectos derivados de la aceleración de la tasa de 
reemplazamiento de VE-cadherina gracias a la internalización masiva de dicha proteína. 
Así, se realizó una depleción transitoria de calcio en HUVEC y EA.hy926 estimuladas o no 
con TNF durante 24 h. Observamos que, en ambos tipos celulares, los niveles totales de 
VE-cadherina disminuyen drásticamente tras la depleción transitoria de calcio cuando las 
células fueron pretratadas con TNF (Fig. 22). En HUVEC, la pre-estimulación con TNF 
reduce los niveles totales de VE-cadherina a menos de un 40 % respecto a los iniciales, 
mientras que las células no pre-estimuladas mantienen unos niveles del 70 % respecto a los 
iniciales, siendo esta diferencia muy significativa. Por otro lado, en células EA.hy926 los 
niveles de VE-cadherina tienden a permanecer constantes en células no estimuladas, 
mientras que en células pretratadas con TNF, éstos decrecen hasta quedar en un 65 % de 
los valores iniciales. Este aumento de la degradación en respuesta a la disrupción aguda de 
monocapa celular parece ser específica de VE-cadherina, ya que la inmunodetección en 
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Figura 22. Los niveles totales de VE-cadherina se reducen después de una depleción de calcio en 
HUVEC y EAhy.926  previamente estimuladas con TNF durante 24 h. HUVEC y EAhy.926 fueron 
cultivadas en medio limitado en factores de crecimiento y estimuladas o no con TNF durante 24 h. Éstas 
fueron sometidas a un ensayo de depleción de calcio y lisadas a los tiempos indicados. Las proteínas VE-
cadherina y N-cadherina fueron monitorizadas por inmunoblot. Los gráficos inferiores corresponden a la 
media ± SEM de los niveles totales de VE-cadherina de 3 experimentos independientes. *p-valor<0.05; **p-
valor<0.01; ***p-valor<0.001. 
Para observar el comportamiento de la VE-cadherina de superficie durante el calcium switch, 
realizamos una biotinilación de superficie celular previa a los ensayos de depleción-
reposición de calcio. De este modo, además de inmunodetectar los niveles de expresión 
total, pudimos de esta forma investigar en paralelo los de VE-cadherina biotinilada 
mediante ensayos de pull-down con neutravidina inmovilizada. 
Observamos que en células estimuladas con TNF existe una pérdida del 60 % de la VE-
cadherina de superficie inicialmente marcada, mientras que en células no estimuladas, los 
niveles de esta población de VE-cadherina apenas varían (Fig. 23A). Por lo tanto la 
estimulación con TNF acorta drásticamente la vida media de la VE-cadherina de superficie 
tras una internalización masiva de dicha proteína provocada por la depleción de calcio. Hay 
que destacar también que en este tipo de experimento, tanto en células pre-estimuladas con 
TNF como en las no estimuladas, la degradación de la VE-cadherina total parece más 
acentuada que la de VE-cadherina biotinilada. 
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Finalmente, quisimos observar el devenir de las poblaciones de VE-cadherina de superficie 
e intracelular durante un ensayo de depleción/repleción de calcio por microscopía 
confocal. Para ello, HUVEC fueron estimuladas con TNF durante 24 h, marcadas con el 
anticuerpo específico de VE-cadherina de superficie (BV6) y sometidas a calcium switch. (Fig. 
23B). Observamos que la VE-cadherina inicialmente en superficie desaparece según 
transcurre el tiempo de repleción de calcio, lo que concuerda con la disminución observada 
en los experimentos de biotinilación (Fig. 23A). Además, observamos que la VE-cadherina 
presente en las uniones intercelulares se mantiene a lo largo de la reposición de calcio, 
disminuyendo sin embargo la población intracelular de la misma. Estos datos sugieren que 
la población intracelular de VE-cadherina podría actuar como reservorio capaz de 
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Figura 23. La vida media de la población de VE-cadherina de superficie se acorta en células 
estimuladas con TNF durante 24h después de una depleción de calcio y la población intracelular de 
VE-cadherina tiende a desaparecer. (A) HUVEC fueron estimuladas o no con TNF durante 24 h. Éstas 
fueron biotiniladas en superficie, sometidas a un ensayo de depleción de calcio y lisadas a los tiempos 
indicados. Los extractos obtenidos fueron sometidos a ensayos de pull-down con neutravidina-agarosa y 
procesados por inmunoblot para observar los niveles de VE-cadherina. El gráfico de la derecha corresponde 
a la media ± SEM de 3 experimentos independientes. *p-valor<0.05. (B) HUVEC fueron estimuladas con 
TNF durante 24 h, marcadas con un anticuerpo específico de la población de VE-cadherina de superficie 
celular (BV6), sometidas poseriormente a un ensayo de depleción/reposición de calcio con 30 y 60 min de 
recuperación y fijadas. La VE-cadherina total y la VE-cadherina marcada en superficie antes del ensayo 
fueron observadas por microscopía confocal. Las flechas muestran las dos poblaciones de VE-cadherina 
visualizadas mediante el anticuerpo que reconoce la cantidad total de dicha proteína (amarillas: superficie; 
naranjas: intracelular). Barra de escala 20 µm. 
  
114  RESULTADOS 
2.7. Los niveles de VE-cadherina en la superficie celular se mantienen 
contantes a lo largo de una depleción transitoria de calcio. 
Habiendo observado que la vida media de la VE-cadherina que se encuentra inicialmente 
en la superficie celular se acorta drásticamente en células estimuladas con TNF y sometidas 
a un ensayo de depleción de calcio, y observado que los niveles de superficie no parecen 
alterase por microscopía confocal, quisimos investigar cuantitativamente los niveles de la 
VE-cadherina que se encuentra en la superficie celular a lo largo de todo el proceso de 
depleción-reposición de calcio. Para ello, invertimos el orden del experimento y realizamos 
primero el calcium switch y tras cada periodo de incubación llevamos a cabo la biotinilación y 
el subsiguiente ensayo de pull-down. 
En línea con las observaciones realizadas por microscopía confocal (Fig. 23B), observamos 
que, aunque los niveles de superficie de VE-cadherina sufren una reducción transitoria a 
tiempos tempranos de reposición de calcio, éstos se recuperan a los niveles iniciales a 
tiempos más tardíos, tanto en células no estimuladas como en las estimuladas con TNF 
durante 24 h (Fig. 24). En el caso de las células pretratadas con la citoquina, observamos un 
claro contraste entre el comportamiento de VE-cadherina de superficie y el de VE-
cadherina total que incrementa su degradación, sobre todo 120 min después de añadir de 
nuevo el medio con calcio. Comparando con los experimentos de marcaje de superficie 
antes del calcium switch, en los cuales observamos que a partir de los 45 min de la reposición 
de calcio existe una reducción notable del conjunto de moléculas de VE-cadherina que se 
encuentran inicialmente en la superficie (Figura 23), estos experimentos indican claramente 
que la VE-cadherina detectada en la superficie en la Fig. 24 proviene de otro conjunto de 
moléculas de cadherina presente en el interior celular, el cual no se ve sometido a la 
degradación inducida por el calcium switch. Además, cuando monitorizamos la resistencia 
eléctrica transendotelial (TEER) mediante el sistema ECIS, observamos que la 
recuperación de la función de barrera es comparable entre HUVEC no estimuladas y 
estimuladas con TNF durante 24 h (Fig. 24B), lo que concuerda con un mantenimiento de 
los niveles de VE-cadherina en la superficie en células pretratadas con TNF. 
Además, decidimos emplear una estrategia adicional que nos permitiera estudiar si la VE-
cadherina presente en la superficie celular formaba parte de complejos de uniones 
adherentes funcionales. En efecto, p120-catenina es una proteína cuya interacción con VE-
cadherina es necesaria para conferir estabilidad y funcionalidad a los complejos de uniones 
adherentes (Herron et al., 2011). Por tanto, decidimos inmunoprecipitar p120-catenina 
antes y después de una depleción de calcio en HUVEC estimuladas o no con TNF durante 
24h (Fig. 24C). Observamos que, después de la depleción de calcio, tanto en células 
estimuladas como no estimuladas con TNF durante 24 h, los niveles de VE-cadherina 
asociada a p120-catenina no disminuyen. De nuevo, 45 min después de reponer el calcio en 
el medio, los niveles totales de VE-cadherina en el ensayo disminuyen en las células 
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Figura 24. Los niveles de VE-cadherina en la superficie de HUVEC se mantienen constantes a lo 
largo de una cinética de depleción-reposición de calcio (Biotinilación y Pull-Down). (A) HUVEC 
fueron estimuladas o no con TNF durante 24 h. Éstas fueron sometidas a un ensayo de depleción de calcio 
con los tiempos de recuperación post-depleción que se indican, biotiniladas en su superficie y lisadas a los 
tiempos indicados. Los extractos obtenidos fueron sometidos a ensayos de pull-down con neutravidina-agarosa 
y los niveles de VE-cadherina monitorizados por inmunoblot. El gráfico de la derecha muestra la media ± 
SEM de los niveles de superficie de VE-cadherina en 3 experimentos independientes. (B) La TEER de 
monocapas de HUVEC previamente estimuladas o no con TNF durante 24 h fue monitorizada gracias al 
sistema ECIS. Se muestra la ventana de tiempo correspondiente a un ensayo de calcium switch de una media ± 
SEM de dos experimentos independientes. (C) HUVEC fueron estimuladas o no con TNF durante 24 h. 
Éstas fueron sometidas o no a un ensayo de depleción de calcio con 45 min de recuperación post-depleción, 
lisadas y sometidas a una inmunoprecipitación con un anticuerpo específico contra p120-catenina. 
Finalmente, empleamos una última estrategia experimental para monitorizar los niveles de 
VE-cadherina presentes en la superficie celular a lo largo de una cinética de calcium switch  
utilizando el anticuerpo específico BV6 (Fig. 25). Observamos, en línea con los 
experimentos anteriores, que tanto en HUVEC no estimuladas como pre-estimuladas con 
TNF durante 24 h, los niveles de superficie de VE-cadherina no presentan diferencias 
























































Figura 25. Los niveles de VE-cadherina en la superficie de HUVEC se mantienen constantes a lo 
largo de una cinética de depleción-reposición de calcio (marcaje con anticuerpo específico de VE-
cadherina de superficie celular). Las HUVEC fueron estimuladas o no con TNF durante 24 h. Éstas 
fueron sometidas a un ensayo de depleción de calcio con los tiempos de recuperación post-depleción que se 
indican, marcadas en su superficie con un anticuerpo específico de VE-cadherina (BV6), fijadas y sometidas a 
inmunofluorescencia. Barra de escala 20 µm. El gráfico de la derecha muestra la media ± SEM de los niveles 
de superficie de VE-cadherina de 3 experimentos independientes. 
En conjunto, estos datos indican que, aunque tras una depleción de calcio se reduzcan 
drásticamente los niveles totales de VE-cadherina, así como los inicialmente presentes en la 
superficie, las células pretratadas con TNF tienen mecanismos para reemplazar y mantener 
constante la población de superficie de esta proteína, así como para mantener su 
funcionalidad en cuanto a su grado de asociación con p120-catenina, que no disminuye, o 
en cuanto a la capacidad para reformar la monocapa endotelial tras la depleción y 














3. LA PROTEÍNA BST-2 SE INDUCE EN RESPUESTA A 
TNF Y REGULA LA DINÁMICA DE VE-CADHERINA 
A lo largo de los experimentos anteriores, hemos observado que la estimulación de células 
endoteliales HUVEC con TNF induce un aumento de la degradación y la síntesis de VE-
cadherina, lo cual acelera la tasa de reemplazamiento de esta proteína, manteniendo sin 
embargo constantes sus niveles en la superficie celular. Este fenómeno se hace más 
evidente después de una disrupción aguda de los complejos adherentes mediante depleción 
y reposición de calcio. En efecto, a pesar de provocarse una reducción drástica de los 
niveles totales de VE-cadherina, existe una fuente intracelular de esta proteína que 
mantiene constantes los niveles de superficie de la misma. 
Llegados a este punto, hipotetizamos que las células endoteliales expuestas a citoquinas 
inflamatorias como TNF deben expresar maquinaria proteica en la superficie celular o en 
las uniones intercelulares que regule la homeostasis de VE-cadherina. 
3.1. La estimulación de HUVEC con TNF modula la expresión y 
localización de proteínas en la superficie celular.  
En este sentido, con el objetivo de identificar nuevas proteínas en la superficie endotelial 
implicadas en la regulación de la permeabilidad y el mantenimiento de la integridad del 
endotelio vascular, llevamos a cabo un experimento que consistió en la estimulación de 25 
millones de HUVEC por punto experimental con TNF durante 0 y 24 h, seguida de un 
marcaje con Sulfo-NHS-Biotina en su superficie. Posteriormente, las células fueron lisadas 
y sometidas a un ensayo de pull-down con estreptavidina-agarosa. Las muestras obtenidas se 
corrieron en geles de poliacrilamida, realizándose seguidamente un análisis proteómico por 
espectrometría de masas (LC/MS-MS) en colaboración con la Dra. Severine Gharbi 
(servicio proteómica, CNB-CSIC). Una tinción con plata de un gel preparativo de SDS-
PAGE reveló que TNF no indujo cambios significativos en el patrón de expresión total de 
proteína, mientras que sí lo hizo en el caso de la fracción de proteínas de superficie 
biotiniladas purificadas mediante ensayo de pull-down con neutravidina agarosa. Así, 
constatamos que la localización en superficie de una serie de proteínas se veía alterada 
(incrementada o disminuida) en respuesta a TNF (Fig. 26). El análisis proteómico dio lugar 
a la identificación de varias proteínas de membrana conocidas por tener su expresión 
incrementada por TNF tales como antígenos de histocompatibilidad HLA, ICAM-1, 
VCAM-1, E-selectina o CD44 (datos no mostrados) (Keller et al., 2011; Franzén et al., 
2003; Li et al., 2012). Otras, cuya regulación por TNF es más sutil, como Jagged1, también 
fueron identificadas (Viemann et al., 2004 y 2006; Lim y Lappas, 2015). Entre ellas además 
identificamos cuatro proteínas potencialmente implicadas en el trafico intracelular y la 
regulación de las uniones intercelulares y la respuesta inflamatoria, como son Eps15 
homology domain 1 (EHD1) (Rapaport et al., 2006), la proteína tirosina fosfatasa de tipo 
receptor kappa (RPTPk), relacionada con la proteínas VE-PTP, que regula la estabilidad de 
la VE-cadherina (Nottebaum et al., 2008; Beltran y Bixby, 2003), Robo1 (Yang et al., 2015; 
Zhao et al.,  2014)  y CD317 o BST-2, proteína regulada en la respuesta a interferón, más 
tarde renombrada como tetherina e investigada como factor de restricción viral (Neil et al., 
2008; Li et al., 2016). Los cambios de expresión de estas proteínas fueron validados por 
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PCR cuantitativa con dos pares de primers para cada gen, utilizando el tránscrito de ICAM-1 
como control positivo de genes cuya expresión se regula de diez a cien veces y Jagged1   
para aquellos cuya expresión se regula menos de diez veces en células endoteliales (Fig. 27). 































Figura 26. Identificación por análisis proteómico de nuevas proteínas endoteliales cuya localización 
en superficie se ve alterada en respuesta a TNF. (A) HUVEC fueron estimuladas o no con TNF durante 
24 h. Éstas fueron marcadas en superficie con Sulfo-NHS-Biotina, lisadas y sometidas a un ensayo de pull-
down con Estreptavidina-agarosa. Las muestras obtenidas se corrieron en geles de poliacrilamida y se 
revelaron una tinción de plata. Las flechas indican las bandas correspondientes a proteínas cuyos niveles 
aumentan en superficie en respuesta a TNF. (B) Posteriormente se realizó un análisis proteómico por 
espectrometría de masas de las bandas obtenidas (LC/MS-MS), obteniéndose una serie proteínas cuya 
expresión en superficie aumentaba o disminuía en HUVEC estimuladas con TNF. Se muestra el número de 





























































































Figura 27. TNF regula transcripcionalmente los niveles de varias proteínas cuya expresión aumenta 
en superficie de HUVEC. HUVEC fueron estimuladas con TNF durante 0, 4 y 24 h. Éstas fueron lisadas 
con trizol con el fin de purificar su ARN mensajero y someterlo a una reacción de PCR cuantitativa. Los 
gráficos muestran la media ± SEM de los niveles relativos del ARN mensajero de 3 experimentos diferentes 
para las proteínas indicadas. * P-valor<0.05. 
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3.2. El silenciamiento de BST-2 correlaciona con una bajada de los 
niveles de VE-cadherina. 
Como método de criba para saber si las proteínas identificadas desempeñaban un papel 
importante en la regulación de VE-cadherina, decidimos silenciarlas una por una con ARN 
de interferencia y monitorizar los niveles totales de VE-cadherina (Fig. 28). Nos centramos 
en BST-2 ya que observamos que su silenciamiento con tres ARN de interferencia distintos 
inducía un descenso significativo de los niveles de VE-cadherina del orden del 50%, 
mientras que el silenciamiento con ARN de interferencia control o con ARN de 
interferencia frente a otras proteínas de expresión reguladas por TNF, como RPTPκ  o 







































































































































































Figura 28. El silenciamiento de BST-2 correlaciona con un descenso significativo de los niveles 
totales de VE-cadherina. (A) HUVEC fueron silenciadas con ARN de interferencia para las proteínas 
indicadas, estimuladas con TNF durante 24 h (7 h en el caso del silenciamiento de RhoB) y lisadas. Las 
proteínas que se indican fueron monitorizadas por inmunoblot. (B) Cuantificación correspondiente a los 
niveles totales de VE-cadherina y BST-2 en los silenciamientos indicados. Los experimentos se realizaron un 





3.3. La proteína BST-2 aumenta sus niveles totales en respuesta a TNF 
en HUVEC y HCMEC/D3. 
Con el fin de estudiar si el aumento de expresión del ARN mensajero de BST-2 en 
respuesta a TNF se correspondía con un aumento de los niveles totales de dicha proteína, 
decidimos realizar cinéticas de estimulación con TNF (a 0, 4, 8 y 24 h) en HUVEC y 
HCMEC/D3 (Fig. 29). Observamos que los niveles de BST-2 aumentan significativamente 
en ambos tipos celulares. Más concretamente, en HUVEC, dichos niveles aumentan 
paulatinamente a lo largo la cinética de TNF hasta alcanzar un valor de 6 –comparado con 
el control no estimulado- y en células HCMEC/D3 observamos un incremento de hasta 2 











































































Figura 29. La proteína BST-2 aumenta sus niveles en respuesta a TNF en HUVEC y HCMEC/D3. 
HUVEC o HCMEC/D3 fueron estimuladas con TNF durante 0, 4, 8 ó 24 h, lisadas y las proteínas indicadas 
monitorizadas por inmunoblot. Las gráficas de la derecha muestran la media ± SEM de los niveles de BST-2 
correspondientes a 3 experimentos independientes para cada uno de los tipos celulares. *p-valor<0.05. 
3.4. Las proteínas BST-2 y VE-cadherina colocalizan parcialmente en 
HUVEC. 
Teniendo en cuenta que la proteína BST-2 se induce en respuesta a TNF y que su 
depleción correlaciona con una disminución de los niveles totales de VE-cadherina en 
HUVEC, decidimos estudiar la distribución de ambas proteínas. Para ello, realizamos 
cinéticas de 0, 4, 8 y 24 h de TNF en HUVEC (Fig. 30) y observamos que BST-2 se 
localiza formando una conspicua población intracelular situada a nivel de la red trans-Golgi 
(TGN) y colocaliza parcialmente con la población intracelular de VE-cadherina. Además, 
una pequeña fracción de BST-2 también aparece, aunque de manera más discreta, 
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Figura 30. Localización subcelular de BST-2 y VE-cadherina en HUVEC. HUVEC fueron estimuladas 
con TNF durante 0, 4, 8 ó 24 h, fijadas y teñidas para la observación de BST-2, VE-cadherina y F-actina por 
microscopía confocal. Las flechas amarillas indican las distintas poblaciones de BST-2. Barra de escala 20 µm. 
3.5. Las proteínas BST-2 y VE-cadherina se localizan en distintos 
dominios vesiculares. 
Una vez observada la colocalización parcial de BST-2 y VE-cadherina, quisimos 
profundizar en su posible interacción mediante el empleo de la microscopía de 
superresolución STED. Para ello, realizamos una depleción de calcio en HUVEC 
previamente estimuladas con TNF durante 24 h y las fijamos a 0, 60 y 120 min después de 
la reposición de calcio. De este modo, de haber una interacción entre BST-2 y VE-
cadherina, podríamos detectarla con mayor facilidad por cuanto habremos inducido una 
internalización masiva de VE-cadherina (Fig. 31). Gracias a esta técnica, pudimos observar 
que VE-cadherina y BST-2, a pesar de encontrarse en estrecha proximidad, no se 
encontraban en los mismos dominios vesiculares. Estos datos están en consonancia con los 
resultados obtenidos en inmunoprecipitaciones de BST-2, en las cuales no co-
inmunoprecipitaba VE-cadherina (datos no mostrados). En conjunto, estos datos sugieren 


































Figura 31. Localización subcelular de BST-2 y VE-cadherina en HUVEC por microscopía de 
superresolución STED. HUVEC fueron estimuladas con TNF durante 24 h, sometidas o no a un ensayo de 
depleción de calcio con tiempos de recuperación de 60 y 120 min,  fijadas y teñidas para la observación de 
BST-2, VE-cadherina y F-actina por inmunofluorescencia en un microscopio de superresolución. Barra de 
escala 10 µm. 
3.6. La reducción de los niveles de BST-2 mediante la expresión de la 
proteína Vpu correlaciona con una reducción de los niveles de 
superficie de VE-cadherina. 
 
Con el fin de caracterizar más en profundidad la disminución de los niveles de VE-
cadherina al silenciar BST-2 en HUVEC, decidimos emplear una estrategia complementaria 
para reducir los niveles celulares de BST-2. Ésta consistió en la transfección de HUVEC 
con Vpu, proteína antagonista de BST-2. En efecto, Vpu es un factor expresado por el 
VIH cuya función es la de inducir la ubiquitinación y secuestro de BST-2, redirigiendo 
dicha proteína hacia una ruta degradativa y disminuyendo por tanto sus niveles totales 
(Douglas et al., 2009; Van Damme et al., 2008).  
 
Observamos que, en el caso de las células transfectadas con VpuGFP, la expresión de BST-
2 se reduce y su localización cambia, apareciendo en acumulaciones intracelulares positivas 
para VpuGFP. Además, los niveles de VE-cadherina situada a nivel de las uniones 
adherentes en estas células son significativamente inferiores a los de las células 
transfectadas con GFP, lo cual corrobora los datos obtenidos por silenciamiento por ARN 
de interferencia (Fig. 32). Sin embargo, Vpu no colocaliza con VE-cadherina. Así, esta 
nueva aproximación experimental, apoya la hipótesis de que el papel de BST-2 en el 
mantenimiento de los niveles de VE-cadherina no se basa en una interacción directa entre 
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Fig. 32. La transfección de Vpu en HUVEC correlaciona con una disminución de los niveles de VE-
cadherina en la superficie celular. HUVEC fueron transfectadas con las construcciones GFP o VpuGFP, 
estimuladas con TNF durante 24 h, fijadas y teñidas para observar las proteínas GFP, BST-2 y VE-cadherina 
por inmunofluorescencia. La gráfica de la derecha muestra la cuantificación correspondiente a la media± 
SEM de la intensidad de fluorescencia de la VE-cadherina de superficie en al menos 10 células por condición 
en 5 experimentos independientes. *p-valor<0.05. Barra de escala 20 µm. 
3.7. Los dominios YxY, STS y anclaje GPI de BST-2 están implicados 
en el mantenimiento de los niveles de superficie de VE-cadherina en 
HUVEC. 
Habiendo observado que la depleción de BST-2 reduce los niveles totales de VE-cadherina, 
aunque sin interaccionar directamente con ella, decidimos estudiar qué dominios de la 
proteína BST-2 podían estar implicados en la regulación de los niveles de VE-cadherina en 
HUVEC. 
Para ello, transfectamos en HUVEC una batería de construcciones de BST-2 fusionada al 
epítopo FLAG y mutadas en diferentes dominios, generadas en el laboratorio de la Dra. 
Clarisse Berlioz-Torrent (Institut Cochin, INSERM, París). Observamos que mutando los 
dominios YxY a AxA, STS a AAA, ambos dominios a la vez o truncando la proteína para 
que no pueda añadirse el anclaje GPI, los niveles de superficie de VE-cadherina se reducen 
significativamente entre un 15 y un 25 % (Fig. 33). En efecto, se ha descrito que el dominio 
YxY está implicado en la señalización por NF-κβ y en la interacción con AP1 (Rollason 
et al. 2007; A. Tokarev et al. 2013), por lo que hipotetizamos que podría mediar la 
inducción de Ets1, probablemente vía TAK1 (Tokarev et al., 2013). Por otro lado, el 
dominio STS está implicado en la ubiquitinación por Vpu y la redirección de BST-2 hacia 
una ruta degradativa, lo cual sugiere que la localización BST-2 podría influir en el 
fenómeno regulatorio (Tokarev et al., 2011). Finalmente, sabiendo que el anclaje GPI de 
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BST-2 está implicado en la estructuración de balsas lipídicas (Billcliff et al. 2013; Rollason 
et al. 2009) y que la VE-cadherina que forma contactos estables tiende a localizarse en 
dominios ricos en balsas lipídicas (Baumgartner et al., 2014), podemos hipotetizar que 
BST-2 podría jugar un papel importante no sólo en la síntesis y la salida de VE-cadherina 
hacia la superficie celular, si no también en la estabilización de los complejos de VE-
cadherina que forman uniones intercelulares en la membrana plasmática. Las 
construcciones cuya transfección no indujo un cambio en los niveles de VE-cadherina de 
superficie corresponden a mutaciones de diferentes regiones del ectodominio de BST-2. 
Estas regiones están implicadas en la dimerización, tetramerización y glicosilación de BST-
2. Concluimos que estas funciones no parecen ser esenciales para el mantenimiento de los 




































































Figura 33. La mutación de los dominios YxY, STS y anclaje GPI de BST-2 provoca un descenso de 
la cantidad de VE-cadherina en la superficie de HUVEC. (A) HUVEC fueron transfectadas durante 48 
h con plásmidos codificando para la proteína BST-2-FLAG o BST-2-FLAG mutada en los dominios que se 
indican, fijadas y sometidas a inmunofluorescencia para observar las proteínas derivadas de las construcciones 
BST-2-FLAG transfectadas, así como VE-cadherina endógena. Barra de escala 20 µm. (B) Cuantificación 
correspondiente a la media ±SEM de la proteínas VE-cadherina de superficie en las células transfectadas con 
las construcciones que se indican. Se contó un mínimo de 10 células por transfección en 3 experimentos 
independientes. *p-valor<0.05; **p-valor<0.01. (C) Esquema correspondiente a la estructura de la proteína 





3.8. BST-2 regula los niveles de Ets1. 
Habiendo observado que el dominio YxY de BST-2, capaz de inducir señalización NF-κβ, 
es necesario para mantener los niveles de VE-cadherina, y que Ets1, factor de transcripción 
de VE-cadherina, se induce también por la vía NF-κβ, decidimos investigar si BST-2 
pudiera estar regulando de algún modo la inducción de Ets1. Primero, quisimos investigar 
si Ets1 y BST-2 pudieran interaccionar en HUVEC. Para ello, realizamos cinéticas de TNF 
a 0, 8 y 24 h y no observamos ninguna co-localización manifiesta entre ambas proteínas 
(Fig. 34), lo cual concuerda con inmunoprecipitaciones de BST-2 en las que no se co-







Figura 34. BST-2 y Ets1 no co-localizan en HUVEC. HUVEC fueron estimuladas con TNF durante 0, 8 
y 24 h, fijadas y sometidas a inmunofluorescencia con anticuerpos específicos para la observación de BST-2 y 
Ets1. Barra de escala 20 µm.  
Por lo tanto, hipotetizamos que la relación entre ambas podía no reposar sobre una 
interacción directa y optamos por estudiar el efecto del silenciamiento de ambas proteínas 
por separado. Así, observamos que la depleción de BST-2 correlaciona con un descenso de 
los niveles de Ets1 de un 35 % a las 8 h de estimulación por TNF, tiempo de máxima 
inducción de Ets1 (Fig. 35A). Además, por otro lado, la depleción de Ets1 correlaciona con 
una notable subida de los niveles de BST-2, del orden de 12 veces a 24 h de estimulación 
con TNF, tiempo de máxima inducción de BST-2 (Fig. 35B). Estos datos indican que BST-
2 podría inducir la síntesis de Ets1 por la vía de NF-κβ, sugiriendo la existencia de un 
mecanismo sensor de los niveles de Ets1. En efecto, si los niveles de Ets1 son bajos, se 
induciría la síntesis de BST-2 para a su vez favorecer la síntesis de Ets1. Esta regulación 
parece ser específica de Ets1 en la medida en que los niveles de ICAM-1, otra proteína 
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Figura 35. El silenciamiento de BST-2 reduce los niveles de Ets1 y el silenciamiento de Ets1 produce 
un fuerte incremento de los niveles de BST-2. (A) HUVEC fueron silenciadas con ARN de interferencia 
control o contra BST-2 (3’UTR), estimuladas con TNF durante 0, 4 8 y 24 h, lisadas y las proteínas indicadas 
monitorizadas por inmunoblot. Los gráficos de la derecha corresponden a la media ± SEM de Ets1 e ICAM-
1 correspondientes a 3 experimentos independientes. *p-valor<0.05. (B) HUVEC fueron silenciadas con 
ARN de interferencia control o contra Ets1, estimuladas con TNF durante 0, 4, 8 y 24 h, lisadas y las 
proteínas indicadas monitorizadas por inmunoblot. Los gráficos de la derecha corresponden a la media ± 
SEM de BST-2 e ICAM-1 correspondientes a 3 experimentos independientes. *p-valor<0.05. 
3.9. El silenciamiento de BST-2 retrasa la salida de VE-cadherina a la 
superficie celular tras un ensayo de depleción de calcio. 
Habiendo observado en los experimentos anteriores  que la ausencia de BST-2 reduce los 
niveles de VE-cadherina, así como los de su factor de transcripción Ets1, nos preguntamos 
si la reducción de la población intracelular de VE-cadherina, la cual es sintetizada de novo, 
conlleva un retraso en la salida de VE-cadherina a la superficie celular. Para ello, decidimos 
marcar la superficie de HUVEC silenciadas con un ARN de interferencia control o contra 
BST-2 (3’UTR) con Sulfo-NHS-Biotina después de someterlas a un ensayo de depleción de 
calcio a diferentes tiempos, lisarlas y purificar la fracción de proteínas de superficie por pull-
down con neutravidina-agarosa (Fig. 36). De este modo, pudimos monitorizar por 
inmunoblot los niveles de la población de superficie de VE-cadherina a lo largo de una 
cinética de depleción y reposición de calcio. Así, observamos que en condiciones control, a 
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pesar de darse una bajada de los niveles de superficie a tiempos tempranos de reposición, 
los niveles totales tienden a recuperarse, obteniéndose un 75 % de la cantidad inicial de 
VE-cadherina de superficie tras 45 min de recuperación. Sin embargo, la depleción de BST-
2 conlleva, en entrada, una disminución de los niveles de superficie de VE-cadherina y 
provoca una recuperación de sólo el 40 % de los niveles de VE-cadherina de superficie 
iniciales tras 45 min. Estos datos sugieren por tanto que la ausencia de BST-2 limita la 
salida de VE-cadherina hacia la superficie celular. Soprendentemente, a pesar de no haber 
detectado ninguna asociación directa entre BST-2 y VE-cadherina, observamos que la 
proporción de BST-2 asociada a la fracción biotinilada aumenta ligeramente después de 
realizar la depleción de calcio, es decir, después de que la VE-cadherina salga desde el 
citoplasma hacia la superficie celular. Podríamos por tanto hipotetizar una función de BST-
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Figura 36. El silenciamiento de BST-2 reduce la salida de VE-cadherina a la superficie celular en 
HUVEC estimuladas con TNF sometidas a un ensayo de depleción de calcio. HUVEC fueron 
silenciadas con siARN de interferencia control o contra BST-2 (3’UTR),  estimuladas con TNF durante 24 h, 
sometidas a un ensayo de depleción de calcio con tiempos de recuperación de 0, 15 y 45 min, marcadas en 
superficie con Sulfo-NHS-Biotina, lisadas y la fracción de proteínas de superficie purificada por pull-down con 
neutravidina agarosa. Los gráficos inferiores corresponden a la media ± SEM de los niveles de las proteínas 
indicadas correspondientes a 3 experimentos independientes. *p-valor<0.05. 
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3.10. La depleción de BST-2 reduce la vida media de la población de 
VE-cadherina de superficie. 
En el contexto de un posible papel por parte de BST-2 en la preservación de la integridad 
de VE-cadherina, decidimos investigar el efecto del silenciamiento de BST-2 sobre la vida 
media de la VE-cadherina presente en superficie de HUVEC. Así, marcamos la superficie 
de HUVEC silenciadas con un ARN de interferencia control o contra BST-2 (3’UTR) y 
estimuladas con TNF durante 24 h con Sulfo-NHS-Biotina, esta vez antes de someterlas a 
un ensayo de depleción de calcio, lisarlas a diferentes tiempos y purificar la fracción de 
proteínas de superficie por pull-down con neutravidina-agarosa (Fig. 37). De este modo, 
pudimos monitorizar por inmunoblot el devenir de la VE-cadherina de superficie a lo largo 
de la cinética de depleción y reposición de calcio, observando que en condiciones control, 
en HUVEC estimuladas con TNF durante 24 h, se pierde una proporción de 30 % de VE-
cadherina de superficie en 45 min, lo cual concuerda con los datos ya obtenidos (Fig. 11). 
Sin embargo, cuando deplecionamos BST-2, se pierde una proporción del 70 % en ese 
mismo tiempo. Además, observamos que después de provocar la depleción de calcio, BST-
2 aparece asociado en mayor medida con la fracción biotinilada en las células control, como 
en el experimento en el que marcamos la superficie celular después del ensayo de 
depleción/reposición de calcio (Fig. 36). Estos datos sugieren que BST-2 podría estar 
favoreciendo de algún modo la estabilidad de los complejos de VE-cadherina presentes en 
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Figura 37. El silenciamiento de BST-2 reduce la vida media de VE-cadherina de superficie en 
HUVEC estimuladas con TNF sometidas a un ensayo de depleción de calcio. HUVEC fueron 
silenciadas con ARN de interferencia control o contra BST-2 (3’UTR), estimuladas con TNF durante 24 h, 
marcadas en superficie con Sulfo-NHS-Biotina, sometidas a un ensayo de depleción de calcio con tiempos de 
recuperación de 0, 15 y 45 min, lisadas y la fracción de proteínas de superficie purificada por pull-down con 
neutravidina agarosa. Los gráficos inferiores corresponden a la media ± SEM de los niveles de las proteínas 
indicadas correspondientes a 3 experimentos independientes. *p-valor<0.05. 
 
3.11. La depleción de BST-2 limita la recuperación de la función de 
barrera en HUVEC tras la supresión de la señalización por TNF. 
Una vez caracterizado el efecto del silenciamiento de BST-2 sobre la salida de la VE-
cadherina a la superficie celular, así como su vida media, quisimos investigar si este 
fenómeno tenía alguna implicación funcional en la recuperación de la función de barrera 
del endotelio vascular tras un estrés disruptivo. 
Para ello, realizamos primero un seguimiento de la TEER de HUVEC silenciadas con un 
ARN control o contra BST-2 a las que sometimos a un ensayo de depleción/reposición de 
calcio. No observamos diferencias significativas en la recuperación de la función de barrera 
tras dicho estrés disruptivo (datos no mostrados), posiblemente debido a la existencia de 
mecanismos compensatorios en la reformación de uniones adherentes independientes de 
VE-cadherina que estriban en la función de Tie2 (Frye et al., 2015) o N-cadherina (Colás et 
al., datos no publicados). 
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En consecuencia, decidimos emplear una estrategia complementaria para observar el papel 
de BST-2 en algún proceso de recuperación de función de barrera que estribara también en 
la maduración de uniones intercelulares dependientes de VE-cadherina. Así, optamos por 
observar la recuperación de la función de barrera tras la terminación de un estímulo 
inflamatorio. Estimulamos por tanto HUVEC deplecionadas o no para BST-2 con TNF 
durante 20 h y después suprimimos dicho estímulo mediante el reemplazo del medio de 
cultivo por medio fresco sin TNF. Monitorizamos la TEER durante todo el proceso 
mediante el sistema ECIS y observamos que, a partir de la retirada del TNF, las células 
control vieron incrementada su resistencia durante 10 h, mientras que las células silenciadas 
para BST-2 apenas incrementaron su resistencia (Fig. 38B). En paralelo, observamos por 
inmunofluorescencia que las células silenciadas para BST-2 presentaron niveles menores de 
VE-cadherina total y en superficie a los diferentes tiempos de la cinética de estimulación 
por TNF (Fig. 38A) 
Además, con el fin de comprobar que la ausencia de recuperación de la función de barrera 
en células silenciadas para BST-2 dependía efectivamente de VE-cadherina, decidimos 
realizar un ensayo similar de estimulación y retirada de TNF en células silenciadas para 
BST-2 en presencia y ausencia de un anticuerpo dirigido contra un dominio extracelular de 
VE-cadherina, capaz de bloquear su función adhesiva (Fig. 38C). Así, observamos por un 
lado que, en condiciones control, la adición del anticuerpo bloqueante de VE-cadherina 
inhibió la recuperación de la función de barrera. Por otro, en células silenciadas para BST-
2, dicha recuperación no se dio ni en ausencia ni en presencia del anticuerpo bloqueante de 
VE-cadherina. Podemos concluir por tanto que la depleción de BST-2 remeda el bloqueo 
de la función de VE-cadherina en el contexto de la recuperación de función de barrera tras 
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Figura 38. El silenciamiento de BST-2 limita la recuperación de la función de barrera tras la 
terminación de un estímulo inflamatorio. (A) HUVEC fueron silenciadas con un ARN de interferencia 
control o contra BST-2 (3’UTR), estimuladas o no con TNF durante 20 h, y estimuladas con TNF durante 20 
h con un periodo de retirada de TNF de 6 h, fijadas y sometidas a inmunofluorescencia para observar las 
proteínas VE-cadherina y BST-2. Barra de escala, 20 µm. (B) HUVEC fueron silenciadas con tres ARN de 
interferencia, uno control y dos diferentes contra BST-2 (17 y 3’UTR). Las células fueron sembradas en 
medio pobre en factores de crecimiento y estimuladas con TNF durante 20 h, siendo dicho medio retirado al 
cabo de las 20 h y reemplazado por medio pobre en factores de crecimiento sin TNF. La resistencia 
endotelial de dichas monocapas celulares fue monitorizada mediante el sistema ECIS. La cuantificación 
corresponde a la media ±SEM de un mínimo de 3 experimentos independientes.  (C) HUVEC fueron 
silenciadas con dos ARN de interferencia, uno control y otro contra BST-2 (17). Las células fueron 
sembradas en medio pobre en factores de crecimiento y estimuladas con TNF durante 20 h, siendo dicho 
medio retirado al cabo de las 20 h y reemplazado por medio pobre en factores de crecimiento sin TNF al que 
se le añadió un anticuerpo bloqueante de VE-cadherina o una inmunoglobulina control (0.5 µg/µl). La 
resistencia endotelial de dichas monocapas celulares fue monitorizada mediante el sistema ECIS. La 





4. BST-2 SE INDUCE EN RESPUESTA A LA INFECCIÓN 
POR NEISSERIA MENINGITIDIS EN DIFERENTES 
TIPOS CELULARES ENDOTELIALES Y CO-LOCALIZA 
CON LA POBLACIÓN DE VE-CADHERINA 
RELOCALIZADA BAJO LAS COLONIAS BACTERIANAS. 
A lo largo de los experimentos anteriores, hemos observado que la proteína BST-2 es 
inducida en respuesta a TNF y requerida en un contexto inflamatorio para una correcta 
regulación de la función de barrera a través del mantenimiento de los niveles y la integridad 
de VE-cadherina. Llegados a este punto, nos preguntamos si BST-2 pudiera estar implicado 
en otros procesos patológicos de alteración de barrera endotelial en los que participa VE-
cadherina. En este sentido, decidimos emplear el modelo de estrés endotelial producido 
por la infección con la bacteria Neisseria meningitidis, que produce meningitis tras atravesar la 
barrera endotelial, por cuanto se describió recientemente un proceso de relocalización de 
VE-cadherina desde las uniones intercelulares hasta las colonias de Neisseria en células 
endoteliales, quedando confinada en estructuras en forma de “panal de abeja” (Coureuil et 
al., 2009).  
4.1. La infección de diferentes tipos celulares endoteliales con Neisseria 
meningitidis induce la expresión de BST-2.  
Con el fin de estudiar si la infección de distintos tipos de células endoteliales con Neisseria 
meningitidis induce la expresión de BST-2, realizamos cinéticas de infección de 0, 1 y 4 h en 
células microvasculares HDMVEC, HCMEC/D3 y HBMEC previamente estimuladas o 
no con TNF durante 24 h (Fig. 39). Observamos que en dos de los tres tipos celulares, 
ICAM-1 se induce en respuesta a la infección y a TNF, lo cual indica que la infección se 
realizó correctamente (Dixon et al., 1999). En cuanto a la proteína BST-2, sus niveles 
permanecieron bajos a lo largo de todas las cinéticas realizadas en HDMVEC, de forma 
parecida a los detectados para ICAM-1. Sin embargo, BST-2 se indujo dos veces en 
respuesta a la infección en las células endoteliales de medula ósea, HBMEC,  y tres veces,  
HCMEC/D3, en el modelo endotelial de barrera hematoencefálica, así como también en 
respuesta a TNF en ambos tipos celulares. Los niveles de la proteína VE-cadherina no 





































































































































































































Fig. 39. La infección de diferentes tipos celulares endoteliales con Neisseria meningitidis induce la 
expresión de BST-2. HDMVEC, HBMEC y HCMEC/D3 fueron estimuladas o no con TNF durante 24h e 
infectadas con Neisseria meningitidis durante 0, 1, y 4 h. Las células infectadas o no fueron lisadas y las proteínas 
indicadas monitorizadas por inmunoblot.  Los gráficos de la derecha corresponden a la media ±SEM de los 
niveles de BST-2, VE-cadherina e ICAM-1 en 3 experimentos independientes. *p-valor<0.05.  
4.2. BST-2 se relocaliza bajo las colonias de Neisseria meningitidis. 
Posteriormente, quisimos estudiar el posible papel desempeñado por BST-2 en el proceso 
de relocalización de VE-cadherina desde las uniones intercelulares hacia las uniones 
ectópicas que se generan con una estructura en forma de “panal de abeja” bajo las colonias 
de Neisseria meningitidis (Coureuil et al., 2009). Para ello, realizamos infecciones a 4 h con 
Neisseria meningitidis en HDMVEC, HBMEC y HCMEC/D3. Por un lado, observamos que 
la falta de inducción de BST-2 en HDMVEC, correlaciona con la ausencia de 
redistribución de VE-cadherina en estructuras de panal de abeja alrededor de las bacterias 
en respuesta a la infección. Por otro, observamos que BST-2 se induce y se relocaliza en 
estructuras en forma de “panal de abeja” en HBMEC y HCMEC/D3 (Fig. 40). En las 
células no infectadas, BST-2 presenta en estos tipos endoteliales una distribución clásica 
perinuclear similar a la ya descrita en HUVEC, a nivel de la red trans-Golgi (TGN) (datos 
no mostrados).  
Estos datos sugieren que BST-2 puede ser requerida para mantener la estabilidad de VE-
cadherina en su reciclaje desde las uniones adherentes hacia las uniones ectópicas. En 
efecto, en consonancia con estos datos, ya se mostró mediante marcaje con el anticuerpo 
contra VE-cadherina de superficie que las moléculas de VE-cadherina que se relocalizan 
proceden de las uniones intercelulares y no de la población de nueva síntesis. Además, la 
internalización de la misma era necesaria para su relocalización (Coureuil et al. 2009).   
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Con el fin de completar este trabajo, sería necesaria la transfección de BST-2 en células en 
las que no se forman uniones ectópicas en forma de panal de abeja en respuesta a la 
infección, como las HDMVEC y estudiar el mantenimiento de la integridad de  VE-
cadherina durante el eventual reciclaje de ésta bajo las colonias bacterianas. También se 
podría silenciar BST-2 y estudiar si se abroga dicho proceso de reciclaje. Además, se podría 
estudiar este fenómeno en células primarias de barrera hematoencefálica, en las cuales se ha 
detectado una inducción de BST-2 de entre 2 y 3 veces (Dra. Bourdoulous, comunicación 
personal). 














Fig. 40. BST-2 se relocaliza junto con VE-cadherina bajo las colonias bacterianas en células 
HBMEC y HCMEC/D3 infectadas por Neisseria meningitidis. HDMVEC, HBMEC y HCMEC/D3 
fueron infectadas con Neisseria meningitidis durante 4 h, fijadas y sometidas a inmunofluorescencia. Las 
proteínas VE-cadherina y BST-2 fueron marcadas mediante anticuerpos específicos. La actina filamentosa fue 
marcada con faloidina. Los núcleos celulares y las bacterias fueron marcados con DAPI. Las colonias 














El TNF es un actor clave del fenómeno inflamatorio. En efecto, estudios publicados 
durante las últimas décadas demuestran que dicha citoquina modula la fisiología de varios 
tipos celulares, orquestando así finamente el proceso inflamatorio desde su inicio hasta su 
terminación (Bradley, 2008). El efecto de TNF sobre la función de barrera es progresivo y 
a largo plazo, ya que se fundamenta principalmente en la puesta en marcha un programa 
transcripcional específico no del todo caracterizado (Collins et al., 1995; Pober et al., 1987; 
Wójciak-Stothard et al., 1998, Wójciak-Stothard et al., 2001; Wojciak-Stothard y Ridley, 
2002; McKenzie y Ridley, 2007; Fernández-Martín et al., 2012; Marcos-Ramiro et al., 2014). 
En esta tesis, hemos investigado la función de proteínas endoteliales, cuya expresión es 
incrementada por TNF, que juegan un papel en la alteración transitoria de la barrera 
endotelial vascular. Una de ellas, la GTPasa RhoB, regula negativamente la extensión de 
membrana necesaria para que se establezcan los contactos entre células y forma parte, por 
tanto, del conjunto de proteínas que TNF controla para debilitar la función de barrera, lo 
que tiene consecuencias no sólo fisiológicas, sino probablemente patológicas, como 
veremos a continuación. La otras proteínas analizadas podrían constituir una ruta de 
señalización para compensar este efecto desestabilizador de la barrera endotelial. Nuestros 
datos apuntan a que la activación de la expresión de BST-2/Ets1/VE-cadherina es 
requerida para mantener los niveles de VE-cadherina en la superficie endotelial, esenciales 
no sólo para la permeabilidad sino también para la supervivencia celular, a pesar de que 
TNF divierta el tráfico de esta cadherina a una ruta degradativa. Hemos observado estos 
cambios de naturaleza homeostática en endotelios relativamente impermeables, como los 
constituidos por HUVECs, provenientes de vasos grandes, o HDMEC/D3, provenientes 
de la barrera hematoencefálica, pero no en células microvasculares dermales, cuyo colapso, 
presumiblemente sólo tiene un efecto local y no tiene consecuencias sistémicas.  
Las dos partes del estudio muestran que en la formación de una barrera celular es 
importante tanto la activación de mecanismos moleculares ancestrales que permiten la 
extensión de membranas plasmática -a modo de lamelipodios, los cuales permiten 
establecer contactos intercelulares- así como el establecimiento de los mismos contactos a 
través de complejos multiproteicos como las uniones adherentes. TNF, como hemos visto, 
modula ambos procesos. 
 
1. RHOB REGULA NEGATIVAMENTE LA 
RECUPERACIÓN DE LA FUNCIÓN DE BARRERA 
ENDOTELIAL TRAS LA CONTRACCIÓN AGUDA 
MEDIANTE LA INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD DE 
RAC1 EN CÉLULAS MICROVASCULARES. 
En la literatura encontramos trabajos que describen el aumento de los niveles de la GTPasa 
RhoB en respuesta a estímulos como la IL-1 y otras citoquinas inflamatorias (Kroon et al., 
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2013), la luz ultravioleta o incluso factores de crecimiento (Croft y Olson, 2011). Este 
fenómeno se produce en el mismo sentido que lo ya observado en HUVEC en respuesta a 
TNF por Marcos-Ramiro (Marcos-Ramiro, 2015, Tesis Doctoral). Sin embargo, una 
pregunta que quedaba sin resolver concernía el tipo de vaso sanguíneo en el que se expresa 
RhoB durante la enfermedad inflamatoria, y si estos cambios de expresión en respuesta a la 
estimulación inflamatoria son específicos o selectivos de esta GTPasa o si por el contrario, 
se trata de un fenómeno extendido a toda la familia, puesto que sus miembros son 
reguladores maestros de muchos procesos relacionados con la inflamación. En el caso que 
nos ocupa, nuestros  datos sugieren que RhoB se induce en vasos pequeños, y al menos en 
pacientes con enfermedad de Crohn, en vénulas postcapilares, es decir, aquellos vasos 
donde la función de barrera está más comprometida y donde se da un mayor flujo de 
células del sistema inmune y otras moléculas desde el plasma hacia el tejido subyacente. 
También hemos podido observar que TNF induce un aumento de los niveles de RhoB del 
orden de 3 veces por un mecanismo de regulación transcripcional en células 
microvasculares humanas in vitro, manteniéndose constantes los niveles de RhoA y RhoC. 
Aunque los datos acerca del resto de la subfamilia se obtuvieron con HUVECs, sólo Rnd1 
y RhoB incrementan su expresión en respuesta a TNF, sugiriendo un papel específico para 
estas dos proteínas dentro de la familia de las Rho GTPasas. 
Para poder estudiar el papel desempeñado por las Rho GTPasas en la célula, se pueden 
emplear diferentes aproximaciones orientadas a la pérdida de función de dichas proteínas. 
Por un lado, numerosos estudios se han basado en la utilización de inhibidores de la 
subfamilia RhoA como la toxina C3 transferasa (Aktories y Hall, 1989). Esta técnica es 
sencilla por cuanto estriba en la adición de la toxina en los cultivos celulares, pero presenta 
la desventaja de inhibir todas las proteínas de la subfamilia RhoA a la vez, lo que no nos 
permite discriminar entre RhoA, RhoB y RhoC. Por otro, estudios más recientes se basan 
en el silenciamiento con ARN de interferencia de las proteínas Rho individuales (Endo 
et al., 2006), lo que permite discernir entre las funciones especializadas de los miembros de 
cada subfamilia. Así, se ha podido observar que la depleción de RhoB reduce 
específicamente la adhesión de macrófagos, células epiteliales de pulmón y células de 
cáncer de próstata (Bousquet et al., 2009; Vega et al., 2015; Wheeler y Ridley, 2007) y 
aumenta la capacidad migratoria de macrófagos y células epiteliales de pulmón (Bousquet 
et al., 2009; Wheeler y Ridley 2007; Bousquet et al., 2016). 
En línea con lo descrito en estos trabajos, nuestros experimentos muestran que, en un 
contexto inflamatorio, el silenciamiento de RhoB con ARN de interferencia en células 
microvasculares humanas subconfluentes –en ausencia de uniones intercelulares- provoca 
una aceleración de la re-expansión celular en el período de recuperación tras una 
estimulación con trombina. Además, dicha re-expansión correlaciona con una aumento de 
la actividad de Rac1 y una aceleración de la recuperación de la función de barrera en 
ensayos de medición de resistencia transendotelial con células microvasculares confluentes. 
En este sentido, estos datos, junto con los obtenidos previamente, indican que RhoB puede 
estar regulando negativamente la recuperación de la función de barrera por un mecanismo 
independiente de la formación de uniones intercelulares, que implica la extensión de 
membrana a través de mecanismos parecidos a los que la célula implementa durante los 
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procesos de spreading durante la migración celular. Aunque no hemos observado un efecto 
de RhoB sobre los niveles de VE-cadherina, se ha demostrado en células epiteliales que 
RhoB es capaz de regular los niveles de proteínas implicadas en el establecimiento de 
uniones intercelulares como E-Cadherina, (Vega et al., 2015), lo cual indica que el papel de 
RhoB puede variar en función del tipo celular que se considere. 
 
Nuestros resultados en células microvasculares y los resultados previos con HUVECs 
muestran claramente que RhoB y Rac1 colocalizan en un compartimento intracelular, en el 
cual Rac1 es retenido en respuesta a la activación de RhoB (Marcos-Ramiro, JCB, 2016). 
Sin embargo la caracterización de este compartimento no había sido determinada en 
detalle, por lo que se llevó a cabo un análisis de la distribución de RhoB con diferentes 
marcadores del compartimento endosomal. Observamos que existía una colocalización 
parcial entre ambas GTPasas en un compartimento endosomal mayoritariamente tardío, 
positivo para Rab7, y no en un compartimento de reciclaje. Puesto que el modelo actual 
postula que Rac1 debe reciclar para encontrarse con sus GEFs y activarse en el borde 
celular, nuestros resultados sugieren que RhoB acumula Rac1 en este compartimento 
endosomal tardío, impidiendo su reciclaje y subsecuente activación. Además, gracias a la 
realización de ensayos de biotinilación dependiente de proximidad, pudimos confirmar que 
RhoB y Rac1 se encuentran en proximidad y por tanto que podrían interaccionar 
transitoriamente en este compartimento endosomal tardío. 
En efecto, ya se ha demostrado que RhoB, a diferencia de RhoA y RhoC, se encuentra en 
endosomas (Adamsonet al., 1992) y que regula el tráfico de algunas proteínas 
transmembrana como EGF (Gampel et al., 1999) , TNFR (Kroon et al., 2013) y de 
quinasas de la familia Src (Sandilands et al., 2004). RhoB regula la retención de estas 
proteínas y de Rac1 en un compartimento endosomal tardío, probablemente a través de sus 
efectores, las forminas mDia1 (Watanabe et al., 1999; Fernandez-Borja et al., 2005) y 
mDia2 (Wallar et al., 2007). En efecto, dichas forminas son capaces de polimerizar actina 
alrededor de los endosomas, generándose filamentos de actina a los que los endosomas 
podrán anclarse, frenándose así el tráfico vesicular. Por lo tanto, la redirección de Rac1 
hacia la periferia celular se vería impedida, lo que limitaría su activación por la GEF Tiam1 
(Schlegel y Waschke, 2014). En consecuencia, Rac1 no podría activar sus efectores, los 
cuales están presentes en la periferia celular, limitándose así la polimerización de actina 
cortical y la formación de protrusiones de membrana. 
La regulación de este mecanismo de re-extensión celular, aunque no radique per se en la 
formación de uniones intercelulares, sí que es un pre-requisito para que éstas se formen. En 
efecto, Abu Taha y colaboradores demostraron en 2014 que la extensión de lamelipodios 
circulares en células endoteliales favorece la formación y maduración de uniones 
adherentes. Así, se concentraría en el borde la célula la maquinaria molecular necesaria para 
el establecimiento de dichas uniones (Abu Taha et al., 2014). 
Por lo tanto, podríamos afirmar que las células endoteliales habrían aprovechado un 
mecanismo de expansión celular primitivo, típico de la vida migratoria unicelular como es 
la generación de protrusiones de membrana y lo habrían adaptado a una función inherente 
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a la vida multicelular, como es el mantenimiento de las uniones intercelulares y la función 
de barrera (García-Weber y Millán, 2016). RhoB podría por tanto regular negativamente 
este fenómeno, comprometiéndose así la integridad del endotelio vascular. Éste se volvería 











































Ilustración 12: Modelo del tráfico intracelular de Rac1 regulado por RhoB. En células endoteliales, Rac1 
trafica entre vesículas positivas para RhoB y la membrana plasmática, donde media la formación de 
protrusiones celulares. Cuando la actividad de RhoB es baja –ausencia de RhoB-, Rac1 puede activarse y 
localizarse preferentemente a nivel de la membrana plasmática, favoreciendo la extensión celular y la 
formación de uniones adherentes. Cuando la actividad de RhoB es moderada –ausencia de inflamación-, Rac1 
es moderadamente retenida en endosomas tardíos positivos para RhoB y por lo tanto su presencia en 
membrana se reduce, formándose menos protrusiones de membrana y retrasando así moderadamente la 
formación de uniones intercelulares. Cuando la actividad de RhoB es elevada –inflamación-, Rac1 es 
principalmente retenida en compartimientos endosomales tardíos, por lo que su presencia en membrana 
desaparece, limitando en gran medida la formación de protrusiones de membrana y, por ende, la formación 
de las uniones intercelulares (Modificado de García-Weber et al., 2016).  
 
2. DINÁMICA DE VE-CADHERINA 
2.1. Disminución de la vida media de VE-cadherina en respuesta a 
TNF 
Como hemos visto, la extensión de membranas celulares permite el establecimiento de 
uniones intercelulares que sellan la barrera endotelial. La VE-cadherina es una proteína 
esencial para la formación  y el mantenimiento de las uniones intercelulares en el endotelio 
vascular (Dejana y Vestweber, 2013). Nuestros experimentos han puesto de manifiesto que 
la estimulación de células endoteliales con TNF a diferentes tiempos reduce la vida media 
de la VE-cadherina presente en las uniones adherentes. Esta pérdida acelerada de VE-
cadherina parece darse principalmente por la vía de degradación del proteasoma. 
Estos datos concuerdan con el aumento de la permeabilidad endotelial en respuesta a TNF  
ya descrito por otros autores (Vandenbroucke et al., 2008). En este sentido, Sawant y 
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colaboradores demostraron que la inhibición de la degradación de VE-cadherina por la vía 
del proteasoma atenuaba la permeabilidad microvascular (Sawant et al., 2011). 
Sin embargo, no podemos excluir que la degradación acelerada de VE-cadherina en 
respuesta a TNF pueda operarse también por una vía lisosomal. En efecto, nuestros datos 
muestran una moderada limitación de la degradación de VE-cadherina empleando 
inhibidores de dicha vía. Además, otros autores también han detectado acumulaciones 
intracelulares de VE-cadherina en células endoteliales mediante el empleo de Cloroquina, 
un potente inhibidor de la degradación lisosomal (Xiao, et al., 2003). 
La aceleración de la degradación de VE-cadherina podría radicar en un aumento de la 
actividad de la maquinaria degradativa o en un aumento de la tasa de internalización de 
dicha proteína. En efecto, considerando este último caso, VE-cadherina es más proclive a 
ser internalizada cuando es fosforilada (Angelini et al., 2006; Nwariaku et al., 2002), 
fenómeno que se incrementa en respuesta a TNF. No podemos excluir tampoco la 
activación de un posible mecanismo de marcaje por ubiquitinación (Xiao et al., 2003) o un 
aumento de la actividad de la GTPasa Rab5, como ya se demostró en el contexto de la 
estimulación con LPS (Yang et al., 2015). 
Otro fenómeno que podría inducir una mayor degradación de VE-cadherina es su corte 
proteolítico o “shedding”. En efecto, se ha demostrado que el corte de VE-cadherina por la 
metaloproteinasa ADAM10 se incrementa en respuesta a TNF (Schulz et al., 2008; 
Flemming et al., 2015). El trabajo de Flemming, por ejemplo, constituye un ejemplo de que 
este aumento del shedding de alguna manera es compensado por la célula, puesto que los 
niveles totales de VE-cadherina permanecen casi inalterados durante la exposición del 
endotelio a estímulos inflamatorios e incremento del procesamiento proteolítico. Calpaína 
también puede procesar esta cadherina (Su y Kowalczyk, 2017) e incrementar su tasa de 
degradación. Sería interesante estudiar si TNF regula de algún modo la síntesis o la 
actividad de esta maquinaria de procesado proteolítico. 
En conjunto, la acción de todos estos mecanismos confluiría hacia la reducción de la vida 
media de VE-cadherina en células inflamadas. La cuestión por resolver quedaba entonces 
en por qué los niveles totales de VE-cadherina no disminuyen en nuestros estudios y 
muchos otros donde observan un aumento de la degradación de esta cadherina. 
2.2. Aumento de la síntesis de VE-cadherina en respuesta a TNF 
Nuestros experimentos muestran que los niveles de la proteína VE-cadherina aumentan en 
diferentes tipos celulares endoteliales en respuesta a la estimulación por TNF. Más 
concretamente, la población de VE-cadherina intracelular se incrementa, mientras que la 
población de superficie permanece constante. Hemos comprobado que este incremento es 
específico -los niveles de otras proteínas de intercelulares no varían- y que se opera a nivel 
transcripcional a través de la vía NF-κβ y el factor de transcripción Ets1. 
En efecto, ya se demostró que otros factores de la familia ETS se regulan por la vía de NF-
κβ, como en el caso de ESE-1 (Rudders et al., 2001), razón por la cual centramos nuestra 
atención en Ets1. Por otro lado, también se publicó que la sobreexpresión de Ets1 induce 
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la síntesis de VE-cadherina en células endoteliales (Lelièvre et al., 2000). Además, el 
promotor del gen de VE-cadherina, Cdh5, posee sitios de unión a Ets. (Gory et al., 1998). 
Sin embargo, no podemos excluir la participación de otros factores de transcripción en la 
inducción de VE-cadherina en respuesta a TNF como son HIF2α (Le Bras et al., 2007) o 
SP1 (Gory et al., 1998). 
2.3. Efecto de la aceleración de la tasa de reposición de VE-cadherina a 
nivel de las uniones intercelulares 
Como se ha comentado, TNF induce un aumento de las tasas de degradación y síntesis de 
VE-cadherina en células endoteliales, lo que provoca que la tasa de reposición de dicha 
proteína aumente. Ya se demostró que TNF es capaz de alterar la dinámica de algunas 
proteínas de membrana. En efecto, aunque en un contexto diferente al que nos ocupa, Gao 
y colaboradores, describieron en 2000 que TNF acelera el reciclaje  de las integrinas de tipo 
α5β1 en células endoteliales de pulmón, lo cual fomenta la redistribución de dichas 
proteínas y provoca un aumento de permeabilidad (Gao et al., 2000). 
En este contexto, quisimos estudiar la dinámica de VE-cadherina en respuesta a un potente 
estímulo disruptivo como es la depleción de calcio (Yan et al., 2016). Así, observamos que 
en células previamente estimuladas con TNF, la internalización masiva de VE-cadherina 
inducida por la depleción de calcio resulta en un brusco descenso de los niveles totales de 
dicha proteína. Estos datos indican que la aceleración de la tasa de reposición de VE-
cadherina dota al endotelio de menor resiliencia frente a futuros estímulos disruptivos por 
cuanto reduce drásticamente su “reserva” de VE-cadherina.  
Sin embargo, a lo largo de todo este proceso, la población de superficie de VE-cadherina, 
es decir, aquella que se encuentra formando uniones intercelulares, tiende a permanecer 
constante y la recuperación de función de barrera se opera correctamente. Así, estos datos 
sugieren la existencia de un mecanismo celular que, incluso en un contexto en el que los 
niveles totales de VE-cadherina se reducen, permite mantener suficiente cantidad de esta 
proteína formando uniones intercelulares funcionales, preservándose así la integridad del 
endotelio. Esta reserva de VE-cadherina no parece estar sujeta a los procesos degradativos 
que se inducen en respuesta a la rotura de la barrera. 
En efecto, algunos autores han descrito mecanismos que median el reciclaje y la redirección 
de VE-cadherina a la membrana celular. Por ejemplo, en el contexto de la estimulación de 
células endoteliales de pulmón con trombina, se ha demostrado que Rab11 y su interactor 
Rab11FIP2 son esenciales para que el proceso de reciclaje (Yan et al., 2016). Por otro, en 
estudios realizados sobre el síndrome de insuficiencia respiratoria aguda, se ha visto que la 
fosforilación de LAMTOR/p18 (Chichger, et al., 2015) y la activación de Rab4 (Chichger 
et al., 2016) son necesarias para que VE-cadherina se redirija correctamente hacia la 
membrana.  
Sin embargo, hasta donde llega nuestro conocimiento, la dinámica de VE-cadherina en el 
contexto de la estimulación por TNF no ha sido estudiada. Nuestros datos muestran 
claramente que TNF divierte VE-cadherina desde el reciclaje a una ruta degradativa que 
desemboca en un aumento de la tasa de reemplazamiento de VE-cadherina. En este 
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sentido, decidimos investigar si alguna proteína reguladas por TNF pudiera actuar como 
sensor para regular el mantenimiento de niveles adecuados de VE-cadherina en la 
superficie celular. 
3. BST-2 SE INDUCE EN RESPUESTA A TNF Y REGULA 
LOS NIVELES DE VE-CADHERINA EN CÉLULAS 
ENDOTELIALES HUMANAS.  
Hipotetizamos que una proteína capaz de regular los niveles de VE-cadherina en superficie 
debe, al menos de forma temporal, residir en la membrana plasmática, sino en las uniones 
intercelulares. Como ya describimos anteriormente, llevamos a cabo un experimento de 
marcaje de superficie celular en HUVEC con Sulfo-NHS-Biotina y detectamos una serie de 
proteínas cuya expresión aumentaba en respuesta a TNF. En efecto, la mitad de las 
proteínas que se identificaron correspondían a marcadores de superficie celular, en parte 
por la naturaleza del ensayo y en parte porque en células endoteliales expresan una plétora 
de receptores de superficie y moléculas de adhesión en repuesta a TNF (Murakami et al., 
2000; Franzén et al., 2003; Viemann et al., 2004; Viemann et al., 2006). Cabe señalar que 
existen grandes diferencias en cuanto a las proteínas reguladas por citoquinas 
proinflamatorias según el tipo celular endotelial que se estudie (Franzén et al., 2003). En el 
caso que nos ocupa, nos centramos en células de vasos grandes (HUVEC), a diferencia de 
células de vasos más pequeños (HDMVEC). 
De entre las proteínas que se identificaron, algunas de ellas aumentaban sus niveles 
transcripcionalmente, como se observó por ensayos de PCR cuantitativa. Más 
concretamente, detectamos la inducción de Jagged1, el ligando de Notch1, lo cual ya fue 
observado en otros ensayos de modulación de proteínas por TNF (Viemann et al., 2004; 
Viemann et al., 2006). También observamos la inducción de Robo1, proteína no tan 
estudiada como Robo4 en un contexto inflamatorio, la cual se ha descrito que estabiliza la 
vasculatura  (London y Li, 2011; Zhao et al., 2014). Además, observamos la inducción de 
proteínas tirosina fosfatasa de tipo receptor como RPTPκ. En efecto, este tipo de proteínas 
transmembrana pueden estar implicadas en el mantenimiento de la integridad vascular 
mediante la defosforilación de proteínas de uniones intercelulares, como en el caso de VE-
PTP, DEP-1 o PTPB (Fournier et al., 2016). Otra proteína cuya expresión aumenta en 
respuesta a TNF es EHD1, uno de los reguladores maestros del reciclaje endosomal (Cai 
et al., 2013). Finalmente, también observamos la inducción de BST-2 tanto a nivel de ARN 
mensajero como de proteína. En efecto, BST-2, también conocida como tetherina, es una 
proteína que ha sido ampliamente estudiada por ser un factor de restricción de virus 
envueltos como el VIH (Mahauad-Fernandez y Okeoma, 2016). Sin embargo, en el caso 
que nos ocupa, hemos caracterizado una función para esta proteína en el mantenimiento de 
la integridad de las uniones intercelulares del endotelio vascular. 
3.1. Efecto de BST-2 sobre la síntesis de VE-cadherina 
Nuestros experimentos muestran que la depleción de BST-2 conlleva una reducción de los 
niveles de Ets1 y VE-cadherina y además sugieren que el dominio YxY de BST-2 es 
necesario para el mantenimiento de los niveles de VE-cadherina. En efecto, ya se demostró 
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que el dominio YxY está implicado  en la inducción de la señalización por NF-κβ (Tokarev 
et al., 2013). Además, BST-2 interacciona con TAK1, TAB1 y TAB2 y potencialmente con 
TRAF2 y Myd88, activando la vía canónica de NF-κβ (Tokarev et al., 2013). Así, estos 
datos sugieren que BST-2 podría participar en la inducción de Ets1 y, por ende, la de VE-
cadherina, a través de la vía de NF-κβ. 
Esta hipótesis concuerda con la correlación observada en la inducción de las proteínas 
BST-2, Ets1 y VE-cadherina en respuesta a TNF a 4 y 8 h de estimulación y la reducción 
de los niveles de Ets1 al silenciar BST-2. Estos datos apoyan la existencia de una vía 
dependiente de NF-κβ, BST-2, Ets1, y VE-cadherina, importante para el mantenimiento de 
la integridad de las uniones intercelulares en un contexto inflamatorio. Sin embargo, BST-2 
sigue aumentando sus niveles a 24 h de estimulación, mientras que los de Ets1 y VE-
cadherina se reducen a este tiempo. Así, estos resultados también sugieren la presencia de 
un mecanismo de retrocontrol negativo de la inducción de Ets1 que podría estar operada 
por un represor de su promotor, como por ejemplo MafB (Sieweke et al., 1996) . Además, 
podría existir un mecanismo sensor de los niveles de Ets1 que promoviera una inducción 
de BST-2 que a su vez tratara de “rescatar” los niveles de Ets1, lo cual concuerda con la 
subida de los niveles totales de BST-2 que se observan al silenciar Ets1. Hay que destacar 
que BST-2 no regula en nuestro sistema celular toda la respuesta inflamatoria. Los niveles 
de ICAM-1 no se reducen significativamente e incluso aumenta en ausencia de tetherina. 
La vía anteriormente descrita favorecería la generación de una población intracelular de 
VE-cadherina que permitiría la reposición de la VE-cadherina que se internaliza y degrada 
desde la superficie celular. Sin embargo, el silenciamiento de BST-2, aunque debilita 
claramente la función de barrera en respuesta a TNF, no presenta ninguna alteración en la 
pérdida y recuperación de la función de barrera inducida por la depleción/reposición de 
calcio. Podríamos atribuir esta ausencia de efecto a un mecanismo de compensación 
mediado por proteínas cuya función pudiera ser redundante con la de VE-cadherina. En 
efecto, se han descrito recientemente vayas moléculas capaces de remedar la función de 
VE-cadherina en la recuperación de la función de barrera, como por ejemplo Tie-2 (Frye 
et al., 2015), Esam (Sauteur et al., 2017) o incluso N-cadherina (Colás et al., datos no 
publicados del laboratorio). 
3.2. Efecto de BST-2 sobre la integridad de VE-cadherina y la 
estabilización de los complejos de uniones adherentes 
Por otro lado, hemos observado que la ausencia de BST-2 también conlleva una reducción 
de los niveles de VE-cadherina en la superficie celular, así como de la vida media de la VE-
cadherina que se internaliza tras un estímulo disruptivo agudo. Además, tras la disrupción 
de la barrera endotelial, hemos observado un aumento de BST-2 en la fracción de proteína 
de superficie, lo que sugiere que esta alteración promueve tráfico de BST-2 desde su 
compartimento endosomal hasta la superficie, o al menos, la asociación de BST-2 con 
proteínas de la superficie, lo que sugiere que además de modular la respuesta inflamatoria, 
BST-2 podría participar también desde el punto de vista del tráfico intracelular y la 
organización de la membrana plasmática. 
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En efecto, se ha demostrado por un lado que BST-2, merced a su anclaje GPI, es un 
organizador de microdominios de membrana ricos en balsas lipídicas (Rollason et al., 2009; 
Billcliff et al., 2013). Por otro, se ha descrito que los complejos de VE-cadherina 
funcionales tienden a localizarse en este tipo de dominios (Baumgartner et al., 2014). Así, 
proponemos que BST-2 podría estar manteniendo la organización de las balsas lipídicas 
para favorecer la integridad de los complejos de membrana en un contexto inflamatorio, 
permitiendo de este modo la recuperación de la función de barrera endotelial tras la 
terminación del estímulo. BST-2 sería por tanto un factor capaz de inducir la resolución de 
la inflamación. De hecho, ya se publicó que BST-2 podía jugar un papel importante en este 
proceso por cuanto es capaz de reprimir el receptor ILT7, limitando así la producción de 
interferón en células dendríticas plasmacitoides (Cao et al., 2009).  
Además, se ha demostrado recientemente que BST-2 es una proteína capaz de retener 
exosomas a nivel de la membrana celular (Edgar et al., 2016). Considerando que las 
vesículas positivas para VE-cadherina que viajan desde el citoplasma hasta fusionarse con la 
membrana se comportan de manera similar a los exosomas, no podemos excluir que BST-2 
evite la liberación de dichas vesículas al medio y favorezca así la retención de VE-cadherina 
en la membrana celular. 
También observamos que la formación de uniones ectópicas bajo las colonias bacterianas 
en células endoteliales infectadas por Neisseria meningitidis correlaciona con la expresión e 
inducción de BST-2 en dicha células. Observamos que VE-cadherina co-localiza con BST-
2 en las estructuras en forma de “panal de abeja”, mientras que en células que no expresan 
BST-2, esta relocalización no se da. Estos datos sugieren por tanto que BST-2 puede ser 
necesaria para el mantenimiento de la integridad de VE-cadherina en un contexto en el que 
se induce la internalización y reciclaje de VE-cadherina desde y hacia la membrana celular. 
 3.3. Infección por virus, regulación negativa de BST-2 y VE-cadherina 
Se ha demostrado recientemente que la infección de células endoteliales con el Herpesvirus 
asociado al Sarcoma de Kaposi induce la ubiquitinación y degradación de BST-2 (Mansouri 
et al., 2009), así como de VE-cadherina (Mansouri et al., 2008; Qian et al., 2008). Aunque 
los trabajos de Mansouri y colaboradores demuestran que la degradación de VE-cadherina 
estriba en la acción de la ubiquitina-ligasa K5 de la familia MARCH, no podemos excluir 
una reducción de los niveles de BST-2 como mecanismo adicional que redunda en la 
pérdida de VE-cadherina. Así, la regulación negativa de BST-2 ejercida por numerosos 
virus (Mahauad-Fernandez y Okeoma, 2016) podría no sólo facilitar el “spreading” viral 
según los mecanismos ya descritos (Douglas et al., 2010), si no también comprometer la 
función de barrera del endotelio vascular, lo cual redundaría en la diseminación de las 
partículas virales en el organismo. 
3.4. Asociación de BST-2 y Metaloproteinasas de matriz 
Se ha demostrado que la degradación de VE-cadherina puede verse incrementada por la 
acción de metaloproteinasas de matriz como ADAM10 o ADAM17 (Dreymueller et al., 
2012). Por lo tanto, no podemos excluir que TNF pueda regular la síntesis o la actividad de 
este tipo de proteasas, reduciéndose así la vida media de VE-cadherina a causa de los cortes 
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proteolíticos que puedan sufrir. En efecto, nuestro grupo ha observado recientemente una 
sinergia entre ADAM10 y el proteasoma en la degradación de VE-cadherina (García-Weber 
et al., datos no publicados). Por otro lado, Gu y colaboradores publicaron que la 
interacción de BST-2 con MT1-MMP limita la actividad de la metaloproteinasa MMP2 (Gu 
et al., 2012), lo que sugiere que la presencia de BST-2 podría limitar el procesado 
proteolítico de VE-cadherina, preservándose así la integridad de dicha molécula, así como 
la de los complejos de uniones adherentes. 
3.5. BST-2 favorece la integridad vascular en vasos grandes 
A lo largo de este trabajo, hemos observado que BST-2 favorece la integridad de los 
complejos de uniones intercelulares dependientes de VE-cadherina en un contexto 
inflamatorio en células endoteliales de la vena del cordón umbilical, es decir, de vasos 
grandes. Sin embargo, en células endoteliales microvasculares dermales, BST-2 no se 
expresa, lo cual concuerda con el hecho de que este tipo de endotelio es mucho más 
permeable y es aquel en el que se da un mayor tráfico de células entre el torrente sanguíneo 
y los tejidos. A esto se suma el hecho de que en células microvasculares, TNF induce un 
aumento de los niveles de metaloproteinasas de matriz como MMP12, las cuales podrían 
acelerar la degradación de VE-cadherina (Viemann et al., 2006) 
Además, el mantenimiento de VE-cadherina a nivel de los complejos de uniones 
adherentes correlaciona con la supervivencia celular, lo cual constituiría un mecanismo 
adicional orientado hacia el mantenimiento de la integridad vascular. En efecto, se ha visto 
que la presencia de VE-cadherina es necesaria para evitar la apoptosis in vivo (Carmeliet 
et al., 1999), probablemente a través de la inducción de la proteína antiapoptótica Gas1 
(Spagnuolo et al., 2004). 
Por lo tanto, cuando se da una respuesta inflamatoria a nivel del organismo, la presencia de 
BST-2 únicamente en el endotelio de vasos grandes permitiría el mantenimiento de la 
integridad vascular allí donde los intercambios son mínimos. Sin embargo, la función de 
barrera se vería comprometida en el endotelio de vasos pequeños, allí donde no se expresa 
BST-2. De este modo, se favorecería el tráfico de células del sistema inmune y demás 




Ilustración 13: Modelo de la vía de señalización TNF, NF-κβ, Ets1, VE-cadherina, BST-2. En células 
endoteliales de vasos grandes –HUVEC-, TNF acelera la degradación de la VE-cadherina presente en 
superficie mediante el proteasoma y activa la vía NF-κβ, la cual induce la síntesis de Ets1 y su relocalización 
en el núcleo. Una vez allí, Ets1 promueve la síntesis de VE-cadherina, la cual se localiza en un “pool” 
intracelular que podrá reemplazar la VE-cadherina de membrana cuya degradación se ha acrecentado. BST-2 
también se induce por la vía NF-κβ y podría estabilizar los complejos de VE-cadherina, evitando que 
disminuya la vida media de ésta. Además, BST-2 potenciaría la propia señalización de NF-κβ a través de su 
dominio YxY, retroalimentando así la síntesis de Ets1 y, por ende, la de VE-cadherina. 
 
El trabajo aquí expuesto ha permitido poner de manifiesto la existencia de mecanismos 
celulares que son capaces de favorecer tanto la pérdida de función de barrera como el 
mantenimiento de la integridad del endotelio vascular en un contexto inflamatorio. Así, por 
un lado, la inducción de RhoB provoca un retraso en la recuperación de la función de 
barrera tras un estímulo disruptivo como la trombina en células microvasculares. Por otro, 
la inducción de BST-2 favorece el mantenimiento de la integridad de los complejos 
adherentes a múltiples niveles en el endotelio de vasos grandes y por tanto, también la 
resolución de la inflamación. Así, ambas proteínas serían buenos candidatos como posibles 
















1. RhoB se expresa en el endotelio de vasos pequeños como las vénulas postcapilares 
humanas en tejidos con enfermedad inflamatoria intestinal y aumenta sus niveles en 
respuesta a TNF en células microvasculares humanas entre 3 y 5 veces. 
2. RhoB regula la recuperación de la función de barrera en células microvasculares 
humanas.  Inhibe la formación de extensiones de membrana y la actividad de al GTPasa 
Rac1, principal regulador de dichas extensiones. Las uniones intercelulares no son 
necesarias para esta función. 
3. La estimulación de células endoteliales con TNF aumenta la tasa de degradación de VE-
cadherina por vía proteasoma, disminuyendo la vida media de ésta. 
4. TNF induce la síntesis de VE-cadherina en células endoteliales por la vía NF-κβ a través 
del factor de transcripción Ets1. 
5. La aceleración de la tasa de reemplazo de VE-cadherina en células endoteliales humanas 
estimuladas por TNF provoca una disminución de los niveles totales de VE-cadherina en 
respuesta a un estímulo disruptivo, manteniéndose sin embargo constantes los niveles de 
superficie de dicha proteína. 
6. BST-2 se induce en respuesta a TNF en células endoteliales humanas. 
7. El silenciamiento génico de BST-2 sugiere que esta proteína media la inducción de la 
síntesis de VE-cadherina vía Ets1 y la salida de VE-cadherina a la membrana celular, 
favoreciéndose la integridad de la barrera endotelial tras un estímulo disruptivo. 
8.  BST-2 prolonga la vida media de VE-cadherina en un contexto inflamatorio 
9. BST-2 se induce en respuesta a la infección por Neisseria meningitidis en células 
endoteliales humanas y se relocaliza bajo las uniones ectópicas en forma de panal de abeja, 
co-localizando con VE-cadherina. 
 
En resumen, concluimos que TNF reduce la función de barrera del endotelio vascular a 
través de la inducción de RhoB. En efecto, esta GTPasa inhibe la expansión de las células 
endoteliales tras un choque con trombina por medio de la alteración del tráfico intracelular 
de Rac1. Sin embargo, TNF también promueve la integridad del endotelio vascular en un 
contexto inflamatorio favoreciendo el mantenimiento de niveles adecuados de VE-






1. RhoB is expressed in the endothelium of small vessels like human post-capillary venules 
in tissues with an intestinal inflammatory disease and increases its levels in response to 
TNF in human microvascular cells between 3- and 5-fold. 
2. RhoB regulates barrier function recovery in human microvascular cells. It inhibits 
membrane protrusion formation by inhibiting Rac1 and, as a consequence, membrane 
protrusion formation. Intercellular junctions are not necessary for this function. 
3. Endothelial cell stimulation with TNF increases the degradation rate of VE-cadherin in a 
proteasome-dependent manner, diminishing VE-cadherin half-life. 
4. TNF induces VE-cadherin synthesis in endothelial cells via NF-κβ by means of Ets1 
transcription factor. 
5. The acceleration of VE-cadherin turnover in human endothelial cells stimulated with 
TNF induces a decrease of VE-cadherin total levels upon a disruptive stimulus. However, 
Surface VE-cadherin levels remain constant. 
6. BST-2 is induced in response to TNF in human endothelial cells. 
7. BST-2 silencing suggests that this protein induces VE-cadherin synthesis via Ets1 and 
VE-cadherin membrane targeting, favoring endothelial barrier integrity upon a disruptive 
stimulus. 
8.  BST-2 increases VE-cadherin half-life in an inflammatory context. 
9. BST-2 is induced in human endothelial cells upon Neisseria meningitidis infection and 
relocates under honeycomb-like ectopic junctions, co-localizing with VE-cadherin. 
 
To sum up, we conclude that TNF reduces endothelial barrier function by inducing RhoB. 
Indeed, this GTPase inhibits endothelial cells expansion upon a thrombin challenge by 
altering Rac1 intracellular trafficking. However, TNF also promotes vascular endothelial 
integrity in an inflammatory context by favoring the maintenance of VE-cadherin at the cell 
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